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RESUMO

Infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) constituem um grave problema de salde
publica, tanto em paises desenvolvidos, quanto naqueles em desenvolvimento. A vigilancia
sanitaria possui papel fundamental para o controle e contencdo da disseminagédo de patogenos
carreadores de genes de resisténcia no ambiente hospitalar e na comunidade. O mecanismo
mais importante associado a resisténcia aos 3-lactamicos é a producdo de B-lactamases que
hidrolisam sua estrutura quimica causando a perda de funcdo deste antimicrobiano. Os
carbapenémicos sdo a principal opgdo para o tratamento de infeccBes por bactérias Gram-
negativas multiresistentes. Recentemente a resisténcia mediada por carbapenemases tem
crescido, sendo observada no Brasil e ao redor do mundo. As carbapenemases mais descritas
no Brasil sdo as serina cabapenemases KPC e OXA-48 em enterobactérias, OXA-23 em A.
baumannii e as Metalo-beta-lactamases NDM, SPM. Objetivo: Padronizar uma metodologia
para deteccdo de carbapenemases blay,. € blangm em bacilos Gram-negativos através de PCR
em Tempo Real. Metodologia: Os ensaios de padronizacdo foram realizados no ABI PRISM
Prism7500 (Applied Biosystems) com cepas controle previamente identificadas por testes
fenotipicos e PCR convencional como produtoras de KPC, NDM e ndo-produtoras. O
controle enddgeno utilizado foi o gene constitutivo 16SrRNA. A padronizacdo seguiu cinco
pontos principais: 1) Metodologia de extragdo, através de sonicacdo, lise térmica e lise de
colonia diretamente durante a reagdo de PCR. 2) Definicdo da metodologia de ciclagem. 3)
Otimizacdo da reacdo com diferentes concentracdes de sondas e iniciadores. 4) Comparacéo
entre MasterMix NAT e IBMP. 4) Bioequivaléncia de sondas e iniciadores de diferentes
fabricantes. 5) Analise da especificidade e sensibilidade do protétipo frente a 100 cepas
previamente caracterizadas. 6) determinacdo do Limite de detec¢do do protétipo Resultados:
As metodologias de extracdo testadas se mostraram igualmente eficazes com amplificacdo de
blayy e blanm, entretanto a lise térmica da colonia realizada durante a ativacdo enzimatica da
enzima Taq hot start possuia maior relagdo custo beneficio, sendo mais rapida que as demais.
O protocolo de ciclagem do CDC se mostrou tdo eficaz quanto o estabelecido por Bio-
Manguinhos, sendo o do CDC mais rapido. Os ensaios de otimizacdo revelaram que as
melhores concentraces de sondas e iniciadores testadas foram (0,2uM e 0,4uM
respectivamente) com valores médios de Ct de 17,43 para KPC e 20,53 para NDM. Mesmo
apos a otimizacdo realizada com o Master Mix IBMP e adicdo de ROX, este ndo apresentou
resultados tdo expressivos quando comparados com o MIX NAT. Quanto a Bioequivaléncia
os melhores resultados foram encontrados com Sondas da marca BIOSEARCH e iniciadores
da marca IDT. O prototipo padronizado possuiu 100% de especificidade para a deteccdo de
KPC e NDM e 100% de sensibilidade. Mesmo apos a diluicdo seriada por 10 vezes, 0
prototipo foi capaz de detectar a presenca dos genes alvos em concentracdes minimas de
DNA. A partir desta primeira etapa para a validacdo do prototipo foi possivel determinar sua
eficacia frente a um grande numero de cepas, sendo necessaria a analise de outros parametros
para a validacdo total do prototipo.

Palavras chave: PCR em tempo real; Carbapenemases; Bactérias Gram-negativas.



ABSTRACT

Hospital acquired infections (HAI’s) are considered as a serious public health problem. It has
been present even in developed countries and underdeveloped countries. Health surveillance
has an important role of controlling resistance dissemination between pathogens, in the
hospital and in the community .The most important mechanism associated to beta-lactamic
resistance is the beta-lactamases production. These enzymes are able to hydrolyze the
chemical structure causing the loss of antimicrobial function. Carbapenems are the main
option for treatment of multiresistant Gram-negative bacterial infections. Recently, the
carbapenem resistance has increased in Brazil and worldwide. The most described
carbapenemases in Brazil are KPC e OXA-48 in Enterobacteriaceae, OXA-23 in A.
baumannii and the Metalo-beta-lactamases NDM and SPM. Methodology: The multiplex
real-time PCR assays were performed in ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems) according
to CDC protocol for detection of KPC e NDM, using control strains previously characterized
as KPC and/or NDM producers and non-producers by phenotypic tests, conventional PCR
and DNA sequencing. The constitutive gene 16S rRNA was used as endogenous control. This
study has followed six main steps: 1) Bacterial DNA extraction (sonication, thermal lyses,
and enzymatic lyses direct from bacteria colony. 2) gPCR Cycle definition. 3) Optimization of
distinct concentration of primers and probes. 5) Comparison between two different master
Mix (NAT and IBMP). 4) Bioequivalence between probes and primers from two different
brands. 6) Determination of limit of detection (LOD). Results: The DNA extraction strategies
tested showed equal efficiency in amplifying both target genes. However, the termal lyses
direct of a colony from Taq hot start action showed major relation cost-benefit, being faster
than the others conditions tested. The protocol established by CDC was very efficient as well
the established by Bio-Manguinhos, but the CDC protocol was faster. The trials for
optimization of reactions revealed the best concentrations of probes and primers (0,2uM and
0,4uM respectively) with Ct mean of 17,43 for KPC and 20,53 for NDM. Even after
optimization reactions and addition of ROX. The bioequivalence showed best results with
probes produced by BIOSEARCH and primers produced by IDT. The prototype has 100% of
specificity for detection of KPC and NDM, and 100% of sensibility. Even over serial 10-fold
dilution, the prototype was capable to detect the target genes even with minimal concentration
of DNA. Starting from this first step for validation, was possible to determine the
effectiveness against 100 bacterial isolates, being necessary to analyze others parameters final
validation of the prototype

Keywords: Carbapenemases, Real Time PCR, Gram-negative bacteria.
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1. INTRODUCAO

1.1. INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE E A VIGILANCIA
SANITARIA.

Infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) constituem um grave problema de
salde publica, tanto em paises desenvolvidos, quanto naqueles em desenvolvimento (WHO,
2009). As IRAS podem ser definidas como qualquer infeccdo adquirida pelos pacientes em
consequéncia aos cuidados de saude a ele prestados, dentro ou fora do ambiente hospitalar,
sobretudo devido a realizacdo de procedimentos invasivos, da terapéutica antimicrobiana ou
imunossupressora e das internacdes subsequentes, seja na Unidade de Tratamento Intensivo
(UTI) ou em outras unidades (COSTA, SILVA & NORIEGA, 2007).

A incidéncia de IRAS pode variar em funcdo de diversos fatores: tamanho dos
hospitais, especialidade médica envolvida, condi¢cdes de higiene e eficacia de programas de
controle de infeccdo nos hospitais (JERASSY et al., 2006; FOGLIA, FRASER &;
ROSENTHAL et al., 2010). Segundo dados de 2002, da Organizagdo Mundial de Salde
(WHO, “World Health Organization”) os constantes avancos da medicina permitiram que
pacientes tivessem o tempo de sobrevida prolongado, além do aumento na expectativa de vida
da populacéo, sendo esses fatores contribuintes para aumento nas taxas de IRAS.

Infeccbes Relacionadas a Assisténcia em Salde (IRAS) sdo aquelas que se
desenvolvem durante a estadia do paciente no ambiente hospitalar, que ndo estavam presentes
no momento de sua admissdo (HAUBLER, 2007) O Centers for Diseases Control and
prevention (CDC) define IRAS como infeccBes localizadas ou sistémicas que foram geradas
como consequéncia de uma reacdo adversa gerada por um microrganismo ou por sua toxina.
(CDC, surveillance definition of health care—associated infection, Manual 2016). Consideram-
se IRAS se a data do evento ocorrer no terceiro dia apos a admissdo do paciente. (Manual,
CDC 2016)

Um estudo conduzido por WHO em 2002 demonstrou as IRAS em cerca de 10% de
todas as hospitalizagdes realizadas na Europa e na América do Norte, e em mais de 40% das
hospitalizacBes realizadas em partes da Asia, América Latina, e Africa Subsaariana (WHO,
2002). J& outro estudo mais recente conduzido em 2014, estimou que aproximadamente 10 %
dos pacientes ao redor do mundo desenvolveram pelo menos um caso de infecgdo hospitalar
durante sua estadia no hospital (WHO, 2014).
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Infecgbes adquiridas no ambiente hospitalar sempre foram um desafio para a
seguranca de pacientes hospitalizados. Assim, um estudo realizado em 2002 por Klevens e
colaboradores, estimam a ocorréncia de um milh&o de IRAS nos EUA, cerca de 4.5 infeccGes
em cada 100 admissdes, com pelo menos noventa e nove mil ébitos em decorréncia deste tipo
de infeccdo, tornando-se a sexta maior causa de mortes nos EUA. O European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC), em trabalho publicado em 2013 estimou que cerca
de 37 mil pessoas morrem a cada ano como consequéncia de infeccBes hospitalares
(HEBDEN et al., 2012; MARTIN et al., 2013).

Além disso, estudos revelam que as IRAS podem aumentar os custos do tratamento
administrado ao paciente (KILGORE & BROSSETTE, 2008; EBER et al., 2010). Dal-Paz e
colaboradores (2010) mostraram que os custos do tratamento para infec¢des de sitio cirargico
em um hospital brasileiro sdo muito elevados, podendo chegar a R$6 mil por paciente. Os
custos estimados para o tratamento destes tipos de infeccdes nos EUA estéo entre cinco e dez
bilhdes por ano (YOKOE et al., 2008).

A habilidade de prevenir e controlar infeccGes hospitalares, aliado com a reducéo de
transmissdo de fatores de resisténcia a antibidticos tem se tornado essenciais para
organizacOes particulares, que preveem assisténcia de qualidade a salde e seguranca ao
paciente, da mesma forma estratégias de controle e vigilancia também devem ser incorporadas
as politicas de satde publica (GREENE, et al 2009).

Na década de 70, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), estabeleceu
um modelo ativo, prospectivo e sistematico de vigilancia epidemiologica para infeccoes
hospitalares, onde comités de controle de infeccdo eram responsaveis pela vigilancia através
de coleta, analise e interpretacdo de registros clinicos e diagndsticos (MERTENS, et al 2013).
Ja no Brasil, a promoc¢do ampla e efetiva de acBes iniciou-se a partir de 1990, onde foi
realizada a Conferencia Regional sobre Prevencdo e Controle de Infecgdes Hospitalares, em
que foi apontada a necessidade de implementacdo de comissdes nacionais de prevencéo e
controle de IRAS. (SANTOS, 2006)

O Ministério da Saude em 1998 regulamentou as acbes de controle de infecéo
hospitalar através do Programa Nacional de Controle de infeccdo hospitalar (PNCIH) (
DIARIO OFICIAL DA UNIAO - Lei n° 9431, 1997), onde previa que cada hospital deveria
constituir a sua prépria CCIH (Central de Controle de Infeccdo Hospitalar) e esta aliada a
chamada CF (Comissbes Farmacoterapéuticas) deveriam definir as medidas de controle e
utilizagdo de antimicrobianos, assim como analisar os registros de infeccdes e implantar agdes
de vigilancia contra IRAS. (MINISTERIO DA SAUDE — Portaria n° 2616, 1998). Com isso
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diversos instrumentos regulatérios surgiram para sustentar o trabalho realizado pelas CCIH
espalhadas pelo pais (CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA — Resolugdo n°1552, 1999;
ANVISA — RDC n° 48, 2000).

A partir do ano 2000 o PNCIH foi vinculado a ¢ essa mudanca se tornou um marco,
indicando para o Estado brasileiro que o manejo das IRAS em &mbito governamental, seria
mantido na esfera de auditoria sanitaria (ANVISA — RDC n° 48, 2000; ANVISA, 2004).
Desde entdo diversas medidas para o diagnostico e fluxo de informacdes epidemioldgicas de
IRAS foram criados e implementados para melhorar a questdo no pais (NOGUEIRA, et al
2014; TOLEDO, et al 2012), contudo a falta de estrutura, informacéo e adesdo as normas e
manuais publicados pela ANVISA, resultam na emergéncia de novos casos de IRAS, aliados

a altas taxas de resisténcia a antibiéticos.

1.2. BACILOS GRAM-NEGATIVOS E INFECCOES HOSPITALARES.

Um grande nimero de microrganismos possui a capacidade/habilidade de causar
IRAS. Entretanto, estudos apontam que cerca de 90% de infec¢Ges de origem hospitalar sdo
causadas por bactérias enquanto fungos, virus ou protozoarios estdo menos envolvidos
(ANDRUS et al., 2008).

As bactérias Gram-negativas possuem grande diversidade metabdlica e morfolégica, e
sdo reconhecidas por sua importancia ecolégica, médica e industrial. Filogeneticamente esse
grupo de bactérias pertence ao dominio Bacteria, filo Proteobacteria e possuem diversas
caracteristicas intrinsecas ao seu grupo que favoreceram ao longo dos anos a colonizagdo no
homem, animais, assim como, a sua permanéncia no ambiente. (VERMELHO-
BRANQUINHA et al., 2008).

A estrutura da parede celular de bactérias Gram-negativas € bastante complexa
quando comparada a bactérias Gram-positivas. Basicamente ela é constituida por uma
membrana externa, a peptideoglicana e o espaco periplasmatico ou periplasma. A presenca de
membrana externa tornam os patdgenos Gram-negativos resistentes a defesas do organismo
hospedeiro, como certa resisténcia contra lisozima, enzima considerada participante da defesa
inata de organismos. (VERMELHO-BRANQUINHA et al., 2008).

Infecgdes causadas por bactérias Gram-negativas geram preocupacdes particulares,
pois estes organismos possuem sistemas regulatérios altamente eficientes, além da capacidade

de adquirir genes de resisténcia a antimicrobianos aumentando o0s riscos de morte
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relacionados aos pacientes (BOUCHER et al., 2009). Estudo conduzido pelo National
Healthcare Safety Network em 2008 indica que bactérias Gram-negativas sdo responsaveis
por mais de 30 % das infeccbes adquiridas no ambiente hospitalar, estando
predominantemente relacionados a casos de pneumonia associadas a ventilagdo mecanica
(47%), e infeccdes do trato urinario (45%) (HIDRON et al,2008). Em unidades de tratamento
intensivo nos Estados Unidos, bactérias Gram-negativas estdo associadas a pelo menos 70%
das infeccbes, e estes dados estdo de acordo com outros estudos ao redor do mundo
(GAYNES et al.,2005).

Os tratamentos terapéuticos contra infec¢Oes de origem hospitalar causadas por
bactérias Gram-negativas tem se tornado mais escassos devido a alta taxa de resisténcia
antimicrobiana encontrada nessas amostras (GALES et al., 2012; GALES et al., 2011).
Estudos realizados na Europa, EUA e no Brasil descrevem a alta taxa de disseminacao de
genes carreadores de resisténcia, devido a falhas nos sistemas de controle de infecgéo, falhas
terapéuticas devido ao diagndstico erréneo e descontrole no uso de antibidticos. (BEREKET
etal., 2012; KONSTANTINOS et al., 2012)

Os principais patégenos Gram-negativos relacionados com infeccdo hospitalar sao
bactérias pertencentes a dois grandes grupos de bacilos: membros da familia
Enterobacteriaceae e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF) (ANDRADE et
al., 2006; RILEY, 2004). Um estudo de vigilancia epidemioldgica realizado por Gales e
colaboradores (2012) sobre a presenca de IRAS causadas por BGNs na América Latina no
periodo de 2008 a 2010 mostrou que E. coli € o segundo patégeno mais isolado a partir de
infeccbes da corrente sanguinea (19%), P. aeruginosa é o principal agente causador de
pneumonia (31,2%) e em infecgBes de feridas cirlrgicas, E. coli, P.aeruginosa e Klebsiella
spp. sdo os principais microrganismos isolados. O estudo ainda mostra que o Brasil foi o pais
com maior taxa de BGNs multirresistentes (40,9%), mostrando assim a presenca de espécies
da familia Enterobacteriaceae e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF)
protagonizando diversos quadros de infeccdo além de altas taxas de resisténcia. (GALES et
al., 2012)

1.2.1 FAMILIA Enterobacteriaceae.
Bactérias da familia Enterobacteriaceae apresentam papel importante nas infec¢des

hospitalares, sendo consideradas como um dos principais agentes etiolégicos entre os Gram-
negativos e um grande problema de saude publica (COQUE et al ., 2008; ANVISA., 2005). A
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familia Enterobacteriaceae compreende 50% de todas as amostras bacterianas hospitalares e
80% de todas as amostras bacterianas Gram-negativas de importancia médica (ANVISA,
2005).

Dados do Boletim Informativo da Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia
Microbiana em Servicos de Saude - Rede-RM, obtidos no periodo de julho de 2006 a junho
de 2008, onde foram monitoradas infec¢des primarias da corrente sanguinea de pacientes
internados em UTIs, mostraram que as enterobactérias mais frequentemente isoladas foram K.
pneumoniae (n=711, 13%), Enterobacter spp. (=316, 6%) e E. coli (=178, 3%). Dados mais
recentes, obtidos em 2012 mostram a presenca de bactérias Gram-negativas entre 0s
principais causadores de infeccOes primarias de corrente sanguinea no Brasil; as amostras
notificadas apresentam-se como 3.573 (19,6%) causadas por Staphylococcus coagulase
negativo (SCoN), seguidas por Staphylococcus aureus (2.637 — 14,5%), Klebsiella
pneumoniae (2.508 — 13,8%), Acinetobacter spp. (2.159 — 11,8%) e Pseudomonas aeruginosa
(1.850 — 10,1%). (ANVISA, 2012). Ainda outro estudo multicéntrico MYSTIC (Meropenem
Yearly Susceptibility Test Information Collection), para os bacilos Gram negativos obtidos de
pacientes internados em UTIs, indica que K. pneumoniae (12,1%) é o terceiro microrganismo
mais isolado, seguido de E. coli (10,5%), E. cloacae (7, 9%), S. marcescens (5,6%) e P.
mirabilis (3,2%). (MENDES et al., 2005).

Estudos apontam E. coli estd entre os bacilos Gram-negativos isolados com maior
frequéncia nos pacientes com sepse; € responsavel por produzir mais de 80% das UTI
adquiridas na comunidade, assim como a maioria das infecgbes hospitalares; é causa
importante de gastroenterite nos paises em desenvolvimento e também de meningite neonatal
(BROOKS et al., 2007). E importante citar que a maioria das infeccdes (exceto a meningite
neonatal e a gastroenterite) € de origem enddgena e ocorre quando o sistema imune do
paciente se encontra com algum tipo de alteracdo. (ESTAPE et al ., 2011; HERNANDES et al
., 2009; KAPER et al ., 2004; TRABULSI et al ., 2002).

Klebsiella spp. outro género muito comum entre isolados de infecgdes hospitalares, foi
relatado recentemente como segundo maior causador de infec¢des do trato urinario no Ird,
cerca de 16% , perdendo apenas para E.coli (51,7%) entre os isolados Gram-negativos
(TAJBAKHSH et al., 2015). Outro estudo realizado no Brasil com total de 2.563 casos de
infeccbes da corrente sanguinea apontaram Klebsiella spp. como principal Gram-negativo

envolvido neste tipo de infec¢do, sendo responsavel por cerca de 15 % das infecgdes (PEREIRA et al.,

2013).
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Outro género bacteriano da familia Enterobacteriaceae muito presente em relatos é
Enterobacter spp. Um trabalho realizado por Weber e colaboradores em 2009, mostra que
Enterobacter spp. foi o terceiro patdgeno mais encontrado causando pneumonia e 0 quinto
mais frequente provocando infecgdes da corrente sanguinea e infeccdo de feridas cirurgicas
em paciente de UTI nos Estados Unidos. No Brasil em um estudo publicado em 2014 foram
identificados 205 isolados de Enterobacter spp. de 4907 pacientes com hemoculturas
positivas, e cerca de 20 % deles apresentavam determinantes génicos de resisténcia contra
antibioticos beta-lactamicos (NOGUEIRA et al., 2014). Com menor frequéncia ainda é
possivel observar relatos de infe¢es graves causadas por outras espécies como: Serratia
marcenses, Proteus mirabilis e Providéncia spp aliados a altas taxas de resisténcia
(TAJBAKHSH et al., 2015; DIRANZO et al., 2015, CARVALHO-ASSEF et al., 2013;
AHMED et al., 2014)

Nas Ultimas décadas, esses microrganismos tém se destacado devido a altos indices de
resisténcia aos antimicrobianos, gerando aumento da taxa de mortalidade e dos custos para o
tratamento do paciente (SADER et al.,2004; MENDES et al., 2005; GALES et al ., 2012).
Um estudo recente comparou taxas de resisténcia mediadas por enzimas Beta-lactamases em
enterobactérias e seus paises de origem. Os resultados englobaram amostras isoladas de cinco
continentes: EUA, Europa, América Latina, Africa e Asia/Pacifico, assim as taxas
encontradas foram respectivamente: para E.coli, 2.8%, 6.4%, 12.0%, 10.0%, e 19.6%; para
Klebsiella spp. 5.3%, 8.8%, 27.6%, 27.4%, e 22.9%; e para Enterobacter spp. 25.3%, 11.8%,
31.1%, 17.8%, e 36.4%. No Brasil especificamente o estudo mostrou presenca de enzimas
beta-lactamases em 10 % das amostras de E.coli, em 17 % de amostras de Klebsilella spp. e
em 22% de amostras de Enterobacter spp (ROSSI et al., 2006).

1.2.2. BACILOS GRAM-NEGATIVOS NAO FERMENTADORES.

Dentre 0s géneros e espécies que compdem o grupo dos BGN-NF, os mais frequentes
em infecgdes humanas séo: P. aeruginosa, Acinetobacter spp, Stenotrophomonas maltophilia
e 0 Complexo Burkholderia cepacia.

P. aeruginosa é o patdgeno humano mais importante do género. Ela esta associada a
infeccdes hospitalares e é frequentemente responsavel por surtos. Essa bactéria € um patogeno
versatil, com a habilidade de causar diversos tipos de doencas clinicas. Dentre elas podemos
citar infecgbes do trato respiratorio inferior, infecgbes primarias e secundarias da pele,

infeccbes do trato urinério, infeccBes do aparelho auditivo (otites), infecgdes oculares,
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infeccbes da corrente sanguinea, endocardite, entre outras infec¢des. (GALES et al., 2001;
KERR et al., 2011; MESAROS et al., 2007; ANVISA, 2010)

No Brasil, dados da Rede de Monitoramento e Controle da Resisténcia Microbiana em
Servicos de Saude da ANVISA obtidos no periodo de julho de 2006 a Junho de 2008, em que
foram monitoradas as infecgdes primérias da corrente sanguinea em pacientes internados em
UTIs de cerca de 70 hospitais sentinelas mostraram que P. aeruginosa foi o quarto
microrganismo mais isolado e apresentou taxas de resisténcia a ceftazidima, imipenem,

ciprofloxacina, gentamicina e amicacina em torno de 50%.

A.baumannii € um patégeno oportunista com crescente importancia em infeccdes
hospitalares causando pneumonia associada a ventilacdo mecanica, infec¢bes da corrente
sanguinea, infecgdes do trato urinario, e outras infecgdes relacionadas a surtos em Unidades
de Tratamento Intensivo desde 1996. Pode ser isolado a partir do solo, agua, animais e seres
humanos, sendo ubiquo na natureza. (BAUMANN, 1968; SEIFERT et al., 1997). Nos ultimos
anos, tem sido observado um aumento das infec¢bes por A. baumannii no Brasil e em outras
partes do mundo, principalmente, nas unidades de terapia intensiva e nas unidades de
queimados. (MARTINS et al., 2012; MC CONNNELL et al., 2012; GIAMARELLOU et al.,
2008). Na maioria das vezes, acomete pacientes hospitalizados, que foram submetidos a
procedimentos invasivos ou pacientes imunocomprometidos. (PELEG et al., 2008),
apresentando altas taxas de mortalidade (TSAKIRIOU et al., 2014) A. baumannii também
esta relacionado a altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos (GALES et
al., 2012)

1.3. ANTIMICROBIANOS BETA-LACTAMICOS.

Os antimicrobianos beta-lactamicos foram os primeiros a serem descritos e sdo até
hoje, mesmo depois de 80 anos da sua descoberta, 0 maior grupo de antimicrobianos usados
na pratica clinica (FERNANDES et al., 2013). A caracteristica comum deste vasto grupo de
antibioticos é a presenca do anel beta-lactamico na estrutura quimica da molécula. O anel
beta-lactamico é uma amida ciclica, com estrutura heteroatdmica, consistindo de trés atomos
de carbono e um atomo de nitrogénio. O primeiro anel beta-lactamico sintético foi preparado
por Hermann Staudingerem 1907, a partir da reacdo de uma base de Schiff de anilina e
benzaldeido com difenilqueteno, em uma reacéo de ciclo adigdo (THOMAS et al.,2007), que

pode ser evidenciada na figura 1.
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FIGURA 1: Reacéo de ciclo-adi¢do que gera anel beta-lactamico.
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Os antimicrobianos desta classe tém agdo bactericida inibindo enzimas envolvidas na
sintese da parede celular bacteriana, estrutura que é primordial para manter a forma dos
microrganismos em ambientes hipertdnicos e hostis, bem como o equilibrio osmotico. A
estrutura rigida da parede celular é resultado da alternancia de duas subunidades, o acido N-
acetilmuranico e N-acetilglicosamina, sendo que as unidades glicidicas sdo unidas por
transglicosidases. Um pentapeptideo é ligado a cada unidade de &cido N-acetilmuranico e a
ligacdo cruzada de duas D-alanina-D-alanina presentes no pentapeptideo é catalisada por
PBPs (Penicillin binding proteins), que atuam como transpeptidases. Entretanto, o anel beta-
lactdmico é quimicamente similar a D-alanina-D-alanina do pentapeptideo, e assim as PBPs
inserem erroneamente o anel beta-lactamico no lugar da D-alanina-D-alanina. Desta forma,
ocorre a acilacdo das PBPs, queficam impossibilitadas de realizar suas func@es corretamente,
causando a lise celular bacteriana (WALSH et al., 2003, FERNANDES et al.,2013). Uma
grande vantagem para o uso dessa classe de drogas € sua baixa toxicidade, pois atua na parede
celular bacteriana, estrutura inexistente em células eucariotas (DRAWZ et al.,2009). Todavia,
para que o beta-lactimico seja ativo, deverd se unir a outros radicais (anéis ou cadeias
lineares). A associacdo de diferentes cadeias lineares aos anéis modificam as propriedades do
composto, resultando nos quatro tipos de beta-lactdmicos que existem hoje, disponiveis
comercialmente: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemas. Dentro de
cada grupo, pequenas alteragdes na estrutura quimica sdo capazes de modificar as
caracteristicas dos antibioticos, como: espectro de acdo, afinidade por receptores e resisténcia
as beta-lactamases, figura 2 (SUAREZ et al., 2009)
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FIGURA 2: Estrutura quimica das quatro classes de beta-lactdmicos existentes.
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1.3.1. ANTIMICROBIANOS CARBAPENEMICOS

Os antibidticos beta-lactamicos apresentam estruturas quimicas em comum contudo 0s
carbapenémicos se diferem dos outros beta-lactamicos, pois possuem um carbono ao invés de
uma sulfona na quarta posi¢do da por¢do Tiazolidinica no anel B-lactamico (BONFIGLIO et
al., 2002). Adquirindo assim amplo espectro de acdo que costuma exceder outras classes ja
descritas (MOELLERING et al,. 1989). Os Carbapenémicos sdo considerados agentes
bactericidas de acdo rapida, pois possuem alta afinidade de ligacdo a maioria das proteinas de
alto peso molecular constituintes da parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. (CHAMBERS et al., 2005).

A classe dos antimicrobianos carbapenémicos foi primeiramente descrita através da
analise do caldo de fermentacdo de um fungo, o actinomiceto Streptomyces cattleya, no ano
de 1976, quando se observou a producdo de um composto denominado “Thienamycin”,
apresentando amplo espectro de atividade antibacteriana (KROPP et al., 1980). Hoje, existem
trés carbapenemas liberados para uso no Brasil: Imipenem, Meropenem e Ertapenem. Os
beta-lactamicos dessa classe sdo os de maior espectro de acdo, sendo indicados para o
tratamento de infeccbes causadas por Gram-negativos, Gram-positivos, anaerobicos,
organismos produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e AmpC.
(GREENWOOD et al., 2000; KROPP et al., 1980).
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Os Carbapenémicos com excecéo do Ertapenem séo ativos clinicamente contra Gram-
negativos ndo—fermentadores como P.aeruginosa, Burkholderia cepacia e Acinetobacter
spp.(QUALE et al., 2006; UNAL et al ., 2005). E Este também possui atividade contra
Streptococcus e Staphylococcus Sensivel a Meticilina (HELLINGER et al., 1999)
diferentemente de outros antibidticos de amplo espectro, os carbapenémicos sao ativos contra
a maioria dos anaerobios Gram-positivos e Gram-negativos, incluindo sub-espécies como: B.
fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Prevotella bivia, Fusobacterium nucleatum,
Fusobacterium mortiferum, Peptostreptococcus asaccharolyticus e Clostridium perfringens
(TELLADO et al., 2005; HELLENGER et al.,1999). As bactérias resistentes aos
carbapenémicos incluem: Enterococcus faecium resistentes & ampicilina, Staphylococcus
resistentes a Meticilina, Stenotrophomonas maltophilia e algumas amostras de Clostridium
difficile (LIVERMORE et al., 2001; JONH et al., 2006).

A atividade aprimorada e reconhecida dos carbapenémicos se da por diversos fatores
como: 1) Sdo moléculas menores do que as moléculas de cefalosporinas e possuem cargas
positivas e negativas dissolvidas em solucdo, essas propriedades facilitam a rapida penetracao
através da membrana de Gram-negativos (HELLENGER et al., 1999); 2) Possuem alta
afinidade por proteinas de ligacdo a penicilina essenciais na estrutura da parede celular (PBP-
2, PBP-4, PBP-3 e PBP-1b) de grande variedade de bactérias (BONFIGLIO et al., 2002).

Como mais antigo dos Carbapenémicos, Imipenem ainda € utilizado
consideravelmente, embora possua diversas desvantagens quando comparado aos novos
antibidticos de mesma classe (HELLINGER et al., 1999). Dentre os casos de contraindicacdes
é possivel citar infeccdes causadoras de meningites, assim como deve ser evitado no
tratamento de infeccbes do sistema nervoso central, pois podem causar convulsdes em
pacientes sob tratamento e com elevados fatores de risco (CHAMBERS et al,.2005). E
descrito sua alta efetividade contra P. aeruginosa e Acinetobacter spp, embora a resisténcia ja
tenha sido descrita desde 1986 (QUIN et al.,1986). O meropenem possui espectro de agéo
parecido ao imipenem, incluindo atividade contra P.aeruginosa e Acinetobacter spp. e parece
possuir vantagem quanto a sua atividade contra Gram-negativos aerdbios. Comparado ao
Imipenem e Meropenem, o Ertapenem possui menor espectro de atividade, pois ndo é ativo

contra P. aeruginosa e Enterococcus spp.
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1.4. RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS BETA-LACTAMICOS.

Os antimicrobianos beta-lactamicos sdo os mais utilizados na rotina terapéutica devido
a sua baixa toxicidade para mamiferos, entretanto os patdgenos apresentam diversos
mecanismos de resisténcia a esta classe de drogas. Existem quatro principais mecanismos
pelos quais as bactérias podem se tornar resistentes aos beta-lactdmicos: mudanga no sitio
ativo das PBPs; diminuicdo da expressdo de porinas (OMPs); aumento da expressdo de
bombas de efluxo e; producdo de enzimas beta-lactamases (DRAWZ et al., 2010; FALAGAS
etal ., 2005).

A alteragdo da permeabilidade da membrana, comumente observada em gram-
negativos, corresponde a alteracdo dos canais de porinas, modificando a penetracdo e,
consequentemente, a acdo dos diferentes antibidticos. A alteracdo da proteina alvo estd
associada a alteracdo do sitio especifico de ligacdo dos antibidticos na bactéria, diminuindo
assim a afinidade da droga pelo sitio e, consequentemente, a atividade antimicrobiana. Quanto
a inativacdo enzimatica, bactérias podem produzir enzimas como, por exemplo, as beta-
lactamases, as quais neutralizam as drogas e seus efeitos antibioticos. Outro mecanismo € o de
efluxo ou bomba de efluxo que corresponde a propriedade de expulsar ativamente 0s
antibioticos para fora da célula, promovendo uma acao ndo-efetiva do antimicrobiano (ROSSI
& ANDREAZZI, 2005).

O mecanismo mais importante de resisténcia clinica aos beta-lactamicos ocorre
através de enzimas beta-lactamases. A especificidade destas enzimas aos beta-lactamicos
determina a sua eficécia para a hidrdlise dos mesmos. A capacidade ou ndo dessas enzimas de
conferir resisténcia aos beta-lactdmicos de amplo espectro ird depender da quantidade de
enzima produzida pelo microrganismo, da habilidade dessa enzima em hidrolisar o
antimicrobiano e da velocidade com que o beta-lactamico penetra pela membrana externa
(LIVERMORE, 1991). A primeira beta-lactamase a ser descrita foi identificada em uma cepa
de E.coli antes sendo relacionada com a difusdo em larga escala do uso da penicilina para a
pratica médica (ABRAHAM et al., 1940). As beta-lactamases estdo amplamente distribuidas
entre bactérias Gram-positivas e negativas e em patdogenos Gram-negativos (AMBLER,
1980). O mecanismo de agdo dessas enzimas ocorre atraves da hidrolise do anel beta-
lactdmico presente no ndcleo estrutural das penicilinas, o acido 6-aminopenicilamico. Esta
hidrolise provoca a conversdo deste 4cido em acido penicildico, que é desprovido de atividade
antimicrobiana (Figura 3) (AMBLER, 1980; TAVARES et al., 2001; SHRESTHA et al.,
2001).
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FIGURA 3: Esquema representando o mecanismo de agéo das beta-lactamases.
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A pressao de selecdo exerce um papel importante na transferéncia e manutencdo de
genes de resisténcia aos antibioticos (SMALLA et al., 2000). A exposicdo de bactérias aos
antibidticos confere uma vantagem ecoldgica as cepas resistentes. Essa pressdo seletiva
antibidtica pode acontecer no hospedeiro, em consequéncia da quimioterapia, ou no ambiente.
Devido ao extenso uso da penicilina na pratica médica, observa-se a emergéncia de resisténcia
em diferentes patdgenos. Em Gram-positivos nos anos 40, notou-se a producdo de
penicilinases em cepas de S. aureus (DATTA et al.,1965). A primeira beta-lactamase
encontrada em Gram-negativos foi a TEM-1, descrita no inicio da década de 1960
(BRADFORD et al.,, 2011). Entretanto, acredita-se que beta-lactamases, como AmpC
cefalosporinases cromossomais, ja estavam presentes nas Enterobactérias muito antes do
inicio da era antibidtica. Essas enzimas, provavelmente, teriam funcdes fisioldgicas na
montagem da cadeia do peptideoglicano ou poderiam estar envolvidas na defesa das bactérias
contra beta-lactdmicos produzidos por bactérias ambientais e fungos. Contudo, sabe-se que 0
uso de beta-lactdmicos € o maior fator de sele¢do influenciando a producdo de beta-
lactamases por patégenos (BRADFORD et al., 2001).

Ao longo dos anos as enzimas beta-lactamases foram classificadas de trés formas
diferentes. A primeira classificagdo, sugerida em 1973, baseava-se no perfil do substrato das
enzimas e na localizagdo de seus genes codificadores. Atualmente, consideram-se duas
classificagOes: 1) Proposta por Ambler em 1980, que esta baseada na estrutura molecular e na
homologia nas sequéncia de aminoacidos, resultando em quatro grupos (A, B, C e D); 2).
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Descrita por Bush, Jacoby e Medeiros, em 1995, se baseia nas propriedades bioquimicas,
estrutura molecular e sequéncias nucleotidicas, separando as enzimas em quatro grupos
funcionais e subgrupos. (Tabelal)

TABELA 1: Classificacdo de beta-lactamases.

Classificacio de Bush, Jacoby e Classificacio de

Medeiros (1995) Ambler (1980) Caracteristicas
(Classe
Molecular)
Enzimas cromossomicas e plasmidiais produzidas por
1 c bactérias gram-negativas. Confere resisténcia a todos os B-

lactdmicos, exceto os carbapenemas. Ndo sdo inibidas por

acido clavulanico. Inclui AmpC de gram-negativas e MIR-1.

B-lactamases de espectro estendido de bactérias gram-

negativas. Inclui TEM-1, TEM-2 e SHV-1.

B-lactamases resistentes aos inibidores de P-lactamases

derivadas de TEM .

- 2br A

Enzimas que hidrolisam a cloxacilina, levemente inibidas por

acido clavulanico.

Enzimas que hidrolisam carbapenémicos e possuem uma

- 2f A serina no seu sitio ativo. Tais enzimas sio inibidas por acido

clavulanico

Penicilinases ndo seqilienciadas e ndo categorizadas em

4 - ND nenhum dos grupos descritos.

(BUSH, et al 2011)
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1.4.1. CARBAPENEMASES

Com o aumento da frequéncia de isolamento de amostras produtoras de ESBL, 0s
carbapenemas passaram a ser altamente prescritos pelos clinicos como alternativa para
tratamento, pois sdo estaveis a estas enzimas. Entretanto, o aumento da utilizacdo destas
drogas desencadeou o0 aparecimento de amostras resistentes as mesmas. Essa resisténcia pode
ser mediada por diferentes mecanismos, sendo a producdo de carbapenemases (beta-
lactamases com atividade sobre carbapenemas) o mecanismo mais importante (QUENAN et
al.,2007) .

Em patogenos Gram-negativos a resisténcia mediada por beta-lactamases esta,
frequentemente associada a alteracdes de porinas (DAVIS et al., 2011). Estes mecanismos
geralmente envolvem mutagfes cromossomicas, € nao costumam requerer a aquisicdo de
novo material genético. Entretanto a resisténcia mediada por carbapenemases pode ser
produzida de maneira constitutiva ou através de elementos genéticos méveis. (BUSH et al .,
2013)

Diversos estudos recentes tem demonstrado a disseminagdo e emergéncia das
principais carbapenemases descritas nos Gltimos anos (ARNLOD et al ., 2011;GUPTA et al.,
2011; NORDMAN et al ., 2011) com énfase na rapida disseminacdo dessas novas enzimas,
sendo comumente associados a patdgenos resistentes a maltiplas drogas. Um aspecto curioso
sobre a aquisicdo da resisténcia, é que o organismo receptor do determinante de resisténcia da
carbapenemase normalmente produz pelo menos uma outra beta-lactamase, possuindo
sobreposicdo de atividade. De forma similar carbapenemases de origem cromossomal sdo
geralmente produzidas em conjunto a outra Beta-lactamase ndo relacionada.
(RASMUNSSEM et al., 1997)

O substrato de atuagdo das carbapenemases ndo incluem somente carbapenémicos,
mas também sdo ativas contra penicilinas e a maioria das cefalosporinas (YGIT et al., 2003).
Carbapenemases sdo encontradas em trés das quatro classes de beta-lactamases (A, B e D), e
pertencem aos subgrupos 2f, 2df e 3 (QUENAM et al.,2007; JACOBY et al., 2012). O
mecanismo de hidrolise das carbapenemases pode ser de duas formas: 1) A acilacdo do sitio
ativo de Serina, que ocorre para as enzimas dos subgrupos 2f e 2df, sendo assim chamadas de
Serino-carbapenemases. 2) Pela presenca de pelo menos um atomo de Zinco divalente (Zn**)
que ativa o sitio de acdo e facilita a hidrélise por carbapenemases do grupo 3, sendo assim
chamadas de Metalo Beta-lactamases (BUSH et al.,2011; GARAU et al.,2004).
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Embora as Metalo Beta-Lactamases (MBL’s) estejam entre as primeiras beta-
lactamases a serem descritas, estas ndo se tornaram de grande importancia clinica porquanto
ndo causavam relevancia no impacto terapéutico, mesmo depois da descoberta de
disseminacédo atraves de plasmideos (YAMAOKA et al., 1990). Com o aumento no uso de
carbapenémicos para o tratamento de infecces causadas por patdgenos produtores de ESBL,
houve um aumento concomitante na disseminacdo aquisicao de MBL’s (JACOBY et al.,
2012). Dessa forma ganhou grande destaque as carbapenemases IMP e VIM, estabelecendo-se
no Japdo e no Sul da Europa e nos Estados Unidos. Além dessas a SPM, encontrada
principalmente em cepas de P.aeruginosa isoladas no Brasil (QUENAN et al .,2007 ; COSTA
et al., 2015; GALLETI et al., 2015), e ainda mais recentemente a NDM, encontrada em cepas
de K. pneumoniae oriundas principalmente da India, Paquistdo, Reino Unido e EUA
(NORDMANN et al., 2011) e no Brasil (CARVALHO-ASSEF et al., 2013).

As Serino-carbapenemases foram primeiramente descritas em Enterobactérias como
Beta-lactamases de origem cromossomica por Medeiros e Hare em 1986 (NORDAMAN et
al., 1993; QUENAM et al., 2000), com a sua descricdo molecular sendo descrita em cepas
isoladas na Europa poucos anos mais tarde (NORDMAM et al., 1996; NAAS et al., 1994).
As Serino-carbapenemases do tipo KPC, NMC, IMI, SME e GES tém sido descritas na
Europa, Américas e Asia. Pertencentes a classe D as OXA’s (oxacilinases) possuem grande
importancia entre cepas de Acinetobacter spp., podendo ser de origem cromossomica (OXA-
24, OXA-23) ou plasmidiais, com destaqgue para OXA-48, uma das mais
prevalentes.(LIVERMORE et al., 2012). Estudos recentes mostram que as carbapenemases
mais prevalentes s&o as Serino- cabapenemases KPC da classe A e OXA-48 da classe D e as
Metalo-beta-lactamases VIM. IMP e NDM pertencentes a classe B (BUSH et al., 2010).

A KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase) tem sido apontada como a Serino-
carbapenemase mais comumente associada a bastonetes Gram-negativos da familia
Enterobacteriaceae (BUSH et al., 2010). Sendo a variante KPC-2 amplamente identificada no
Brasil em diversos estados. (MONTEIRO et al., 2009, PERIANO et al., 2009; SEKI et al.,
2011.)

Para contribuir com os dados brasileiros a respeito da presencga das carbapenemases
em nosso pais, destaca-se a atuacdo do LAPIH (Laboratorio de Pesquisa em Infeccédo
Hospitalar) FIOCRUZ/IOC, no qual a partir de 2010, em colaboracdo com a Rede RM
(ANVISA, MS) intensificou sua atuacgdo, realizando a identificacdo fenotipica e molecular de

carbapenemases e outras beta-lactamases em de cerca 20.000 amostras resistentes.
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1.4.1.2 KPC (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase)

A disseminacdo de Enterobactérias produtoras de carbapenemases parecia
desconhecida até o inicio do ano 2000, onde quase todos 0s casos reportados eram
esporédicos, baseados na hiperproducdo da Beta-lactamase AmpC ou ESBL’s, associados a
perda de porinas (DAVIS et al., 2011) . Em 1996 ocorreu o primeiro relato da presenca de
KPC em uma amostra de Klebsiella pneumoniae de um projeto de vigilancia isolado na
Carolina do Norte, Estados Unidos. Essa amostra apresentava elevada concentracdo minima
inibitoria (CIM) para os carbapenemas, apds analise esse perfil de resisténcia foi associado a
producdo de KPC-1, presente em um plasmideo de alto peso molecular (YGIT et al., 2011).

Apds a descoberta de KPC-1, diversos relatos surgiram apontando uma variante com
diferenca de apenas um aminoacido, denominado KPC-2. Essa amostra foi identificada em
2003 na Costa Leste americana, oriunda de quatro cepas, apresentando elevada CIM para
carbapenemas (MOLAND et al., 2013). Depois disto, esta carbapenemase foi reportada em
Maryland e em Nova lorque em 2004 (BRADFORD et al.,2004). Ainda outra variante desta
enzima, KPC-3 comecou a ser detectada no periodo de 2000 e 2001, causando um surto em
Nova lorque. As andlises cinéticas dessa enzima demonstraram um perfil de hidrélise similar
a KPC-2, entretanto um pouco maior em relacdo a ceftazidima (WOODFORD et al., 2004).
Apo6s uma andlise detalhada da sequéncia das KPCs descritas até aquele momento,
observaram que ocorreu um erro durante a publicacdo da KPC-1. Dessa forma, concluiu-se
gue a sequéncia da KPC-1 era igual a KPC-2, sendo assim a nomenclatura KPC-2 passou a
ser utilizada.

Apbs os relatos a comunidade médica alertou-se para o problema. Pesquisas no
Brooklin, relataram que 62 amostras (24%) de 257 estudadas eram produtoras de KPC
(BRATU et al., 2005), e mais tarde 96 isolados coletados de 10 hospitais no Brooklin durante
2003 e 2004 eram produtoras de KPC. Dessa forma entre 1996 e 2006 Klebsiella produtora de
KPC espalhou-se endemicamente atraves dos Estados Unidos como um importante patdogeno
causador de infeccdes hospitalares. Paralelamente em 2005 foram relatados a presenca de
KPC em diversos paises ao redor do mundo com surtos notaveis em Israel (SCHWABER et
al 2011; LEAVITT et al., 2007) Grécia (POURNARAS et al., 2009; MALTIZOU et al.,
2009) e Italia (MEZZATESTA et al., 2011).

A KPC possui a capacidade de hidrolisar os beta-lactamicos de todas as classes,
apresentando maior potencial de hidrolise para nitrocefina, cefalotina, benzipenicilina,

ampicilina e piperacilina. S0 enzimas da classe funcional 2f e da classe molecular A da
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classificacdo de Bush, Jacob e Medeiros (BUSH et al., 2012). At¢é o momento, ja foram
descritas onze variantes alélicas de KPC, sendo a KPC-2 a mais disseminada no mundo
(WALSH et al.,, 2010). Além disso, essa carbapenemase tem sido descrita associada a
elementos genéticos moveis, como plasmidios e transposons.

Em nosso pais a KPC foi descrita primeiramente em 2009, em cepas de K.pneumoniae
isoladas de pacientes internados e UTI de um hospital em Recife em 2006. O segundo relato
ocorreu no Rio de Janeiro, onde seis amostras (4 de sangue, 1 de urina e 1 de aspirado
traqueal) de K. pneumoniae, isoladas entre 2007 e 2008, provenientes de dois hospitais da
regido metropolitana do Rio de Janeiro foram produtores de KPC-2. Todos apresentavam
resisténcia e altas concentracfes inibitorias minimas frente aos beta-lactamicos de amplo
espectro, ciprofloxacina e gentamicina (PEIRANO et al.,2009).

Desde estas descricdes iniciais de KPC no Brasil, varias publicacdes tém demonstrado
a sua disseminacdo em todo o Brasil, e sua presenca em diversos géneros e espécies
bacterianas (CARVALHO-ASSEF et al 2010; BEIRAO et al., 2011) inclusive bacilos Gram-
negativos ndo fermentadores (ROBLEDO et al.,, 2010; ROBLEDO et al., 2011). A
disseminacdo de Enterobactérias produtoras de KPC é um grave problema clinico e
epidemiol6gico em diversas instituicbes de salde brasileiras pela falta de controle de
infeccOes e pela associacdo destes determinantes genéticos a plataformas genéticas moveis,
como plasmideos. Estes elementos, que possuem a capacidade de serem transferidos de uma
bactéria para outra, muitas vezes entre espécies diferentes através de fendmenos de
conjugacdo, tem contribuido para a aquisi¢do de genes, aumentando a diversidade genética
bacteriana e disseminando importantes genes de resisténcia (DORTET et al., 2008;
WOODFORD et al., 2004; NAAS et al., 2008).
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1.4.1.3 NDM (New Delhi Metalo-beta-lactamase)

Em 2009, foi identificada a mais recente carbapenemase pertencente a classe B de
Ambler, a Metalo-carbapenemase, denominada NDM (New-Dehli Metalo-beta lactamase) em
uma cepa de K. pneumoniae isolada na Suécia de um paciente com histérico de internacdo em
uma instituicio médica na India em 2008 (Yong,Toleman & Giske, 2009). Apds esta
descricdo, a NDM tem sido observada em diversos paises no mundo em diferentes espécies de
microrganismos. (NORDMANN et al., 2011), estudos também revelaram que enterobactérias
produtoras de NDM tem sido isoladas de diversos tipos de amostras clinicas, refletindo
diretamente na capacidade oportunista deste tipo de bactéria, incluindo infeccbes de trato
urinario, septicemia, infeccdes pulmonares, infeccdes associadas a dispositivos e de tecidos
moles. (PERRY et al., 2011; NORDMANN et al., 2011).

As primeiras descri¢Oes de cepas produtoras de NDM no continente americano foram
em 2010 nos EUA e Canada, isolado de pacientes com histérico de assisténcia médica recente
em paises fora da regido. (CDC, 2010; KUS et al., 2011). Em 2011, a NDM foi detectada na
Guatemala, em uma cepa de K. pneumoniae com nenhum histérico de conexdo ou viagens
internacionais. (PASTERAN et al., 2012)

Em dezembro de 2012, a Organizacdo Pan-Americana de Salde (OPAS) /
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) emitiu um alerta informando a deteccdo de NDM em
paises da América do Sul. Comecando pelo Uruguai em junho de 2012, onde se detectou a
presenca do gene em amostras de Providencia rettgeri que foram isolados de trés pacientes
internados; Na Colémbia onde se observou um surto entre amostras de K. pneumoniae em
agosto do mesmo ano; E no Paraguai, em novembro de 2012 em isolados de A. baumannii de
pacientes hospitalizados.

Estudos epidemioldgicos indicam que amostras de E. coli e K. pneumoniae produtoras
de NDM podem pertencer a diversos tipos de ST (sequence Type) (POIREL et al., 2011),
embora muitas cepas de E.coli pertencentes ao ST101 tenham sido isoladas no Reino Unido,
Canadd e Paquistdo. Este fato pode indicar certa associagdo ou simplesmente seja
consequéncia da prevaléncia desta linhagem nos paises estudados.(NORDMANN et al., 2011)

Do ponto de vista molecular, o gene blanpm-1 esta principalmente localizado em
bactérias da familia Enterobacteriaceae em diferentes tipos de plasmideos, que parecem
desempenhar um papel importante na disseminacéo mundial desta
carbapanemase.(KWMARASAMY et al.,2010; D’ANDREA et al., 2011, HO et al., 2011)

Além disso, relatos de localizagdo cromossdmica de blaypm-1, também tém sido descritos.
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Este gene tem sido associado a diferentes elementos mdveis completos ou em variagdes da
sequéncia de insercdo, ISAbal25 tanto em enterobactérias quanto em bacilos Gram-
negativos nao fermentadores como: A. baumannii. (NORDMANN et al., 2011).

Em marco de 2013, O Laboratorio de Pesquisa em Infeccdo Hospitalar (LAPIH/IOC -
Fiocruz), como parte da Rede de Monitoramento de Resisténcia a Antimicrobianos
(ANVISA-CGLAB) relatou a primeira descricdo da NDM-1 no Brasil, sendo detectada em
uma cepa de Providencia rettgeri isolada de ferida cirdrgica de um paciente atendido em
Porto Alegre, RS (CARVALHO-ASSEF et al., 2013). Observou-se neste caso, que 0 gene
blanpm-1 estava localizado em um transposon, denominado Tn125 (10092 pb) localizado no
cromossomo, mesmo elemento descrito na Alemanha (POIREL et al., 2012), em uma cepa de
Acinetobacter baumanni produtor de NDM-1. Este Tn125 estava delimitado por duas cépias
da sequéncia de insercdo ISAbal25, elemento movel que é responsavel pela mobilizacdo do
gene.

Posteriormente ao estudo publicado em 2013, em uma analise retrospectiva de todos
os isolados recebidos em 2012 e armazenados pelo LAPIH, também se detectou a existéncia
de uma cepa de Enterobacter hormaechei produtora de NDM, isolado em setembro de 2012
em um swab retal de vigilancia em paciente do mesmo hospital em Porto Alegre, RS.

Em estudos seguintes, foi detectado a co-producdo de KPC (serina-carbapenemases
Classe A de Ambler) e NDM também em Enterobacter hormaechei subsp. oharae no Rio de
Janeiro (PEREIRA et al., 2014). Na realizacdo do sequenciamento do DNA verificou-se que o
isolado apresentava variantes alélicas NDM-1 e KPC-2. No antibiograma a cepa foi resistente
a todos os beta-lactamicos testados (ertapenem, meropenem, imipenem, cefotaxima e
ceftazidima) com MIC 32 mg / L, a ciprofloxacina (32 mg / L), gentamicina (48 mg/ L) e
tigeciclina (4 mg / L, sendo sensivel para amicacina (4 mg /L) e polimixinaB (0,5mg/L).

Na analise do genoma completo deste microrganismo, foram detectados genes de
resisténcia a beta-lactamicos: blacrx-m-15, blaact.7, blarem-1, € blapxa-1 uma parte da blakpec.-2,
blanpm-1; genes de resisténcia a aminoglicosideos diferentes (aadAl, aadA2, strA, strB, e aac
(3) -11). Além de genes de resisténcia a quinolonas, e qnrB1 aac (6”) gene -IB-CR. Na analise
PlasmidFinder, foi possivel observar replicons pertencentes a grupos INCA / C, IncHI2, e
INCN. Por fim, Este estudo mostrou a co-producdo de duas importantes carbapenemases
(KPC-2 e NDM-1) associadas a outros genes de resisténcia em elementos genéticos moveis de
grande importancia epidemioldgica (Tn4401 e 1ISAbal25) resultando em um largo espectro de

resisténcia a antibioticos. Esses achados reforcam a ideia de urgéncia em adotar as medidas
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necessarias para identificar (diagnostico), reduzir e prevenir a propagacdo de carbapenemases,

principalmente nos ambientes hospitalares.

1.5 METODOS DIAGNOSTICOS PARA DETECCAO DE CARBAPENEMASES.

Com o advento da disseminacdo da resisténcia bacteriana mediada por
carbapenemases houve a necessidade de implementacdo de metodologias que fossem
especificas, sensiveis e simples para a identificacdo desse mecanismo de resisténcia de forma
rdpida nos laboratorios clinicos. Assim em 2010, o Clinical Laboratory and Standarts
Institute (CLSI), determinou a realizagdo do teste de difusdo em &gar para andlise da
sensibilidade aos carbapenémicos ou mensuragdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e
0 teste de Hodge modificado. Um indicativo da producdo dessas carbapenemases seria a
resisténcia ou a sensibilidade no teste de disco difusdo em 4&gar para quaisquer dos
carbapenemas ou concentracdo inibitoria minima de 2ug/mL para ertapenem ou 2-4ug/mL
para imipenem e meropenem, e um resultado do teste de Hodge modificado positivo (CLSI,
2010; LEE et al., 2001).

O teste fenotipico de Hodge apesar de bem estabelecido para a identificacdo da
producdo de KPC, mostrou ser complexo e de dificil interpretacdo para grande parte dos
laboratdrio clinicos, uma vez que se baseia na distorcdo do halo de inibicdo, que esta sujeita a
interpretacdo pessoal. (PASTERAN et al.,2010).

Dessa forma, devido a divergéncias a respeito da detetccdo fenotipica das
carbapenemases pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e pelo EUCAST
(European committee on antimicrobial susceptibility testing), a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) decidiu implementar no dia 26 de outubro de 2010 a nota técnica
N°1/2010. Nesta nota técnica, é preconizado que em laboratorios de microbiologia clinica no
Brasil, os critérios a serem utilizados como base para interpretacao dos testes de sensibilidade
para Enterobacteriaceae deverdo ser aqueles contidos no documento M100-S20 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) publicado em janeiro de 2010, com algumas
modificagOes. Para imipenem e meropenem, a cepa deve ser considerada resistente com halo
de inibicdo menor que 19 mm, intermediaria quando o halo varia de 20-22 mm e sensivel
guando é maior que 23 mm. Ja para ertapenem, a cepa deve ser considerada resistente com

halo de inibigdo menor que 21 mm, intermediaria quando o halo varia de 22-24 mm e sensivel
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quando é maior que 25 mm. Na mensura¢do da concentracdo inibitéria minima para
imipenem e meropenem, a cepa deve ser considerada resistente com o CIM maior que
4ug/mL, intermediaria 2ug/mL e sensivel menor ou igual a lug/mL. J& em relacdo ao
ertapenem, a cepa deve ser considerada resistente com o CIM maior que 2ug/mL,
intermediéria Lug/mL e sensivel menor que 0,5 ug/mL.

Outro fato importante abordado é que além das metodologias fenotipicas, a nota
técnica também preconiza a realizacdo de teste para detec¢do molecular da producéo de
carbapenemases através de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Caso os laboratdrios ndo
possuam estrutura para realizagdo de testes moleculares, estes devem enviar as cepas suspeitas
de producdo de carbapenemases para os laboratérios centrais (LACENS) de cada estado para

que eles facam a identificacdo desses mecanismos (ANVISA, 2010).

1.5.1 DIAGNOSTICO BASEADO EM PCR (Reacédo da Cadeia da Polimerase)

Desde 1985 a reacdo da cadeia da polimerase (PCR) é o método mais utilizado para
amplificacdo de acidos nucleicos e tem se mantido como importante ferramenta para caracterizacao de
microrganismos (BARLET et al., 2003). A PCR (Polymerase Chain Reaction) é uma técnica de
biologia molecular utilizada para amplificar uma sequéncia especifica de DNA, ou seja, produzir
diversas copias de uma sequéncia- alvo, até que sua concentragdo em dada solucdo seja tdo alta a
ponto de ser facilmente detectada por métodos classicos de separacao e identificacdo de substancias.
(MADIGAN et al., 2010). A descoberta dessa técnica revolucionou os estudos no campo da biologia
molecular, tornando-se amplamente difundida na pesquisa, assim como na area médica e de saude
(MARQUES et al 2012; OLIVEIRA et al., 2007). A PCR foi desenvolvida nos anos 80 por Kary
Mullis, rendendo-lhe, juntamente com Michael Smith, o Prémio Nobel de quimica em decorréncia da
descoberta (BARLET et al.,2003).

Por ser uma técnica de amplificacdo de DNA, tem muitas aplicacdes, como a
utilizacdo do produto da PCR para sequenciamento de uma regido especifica do genoma,
diagndstico de doencas genéticas, identificacdo de fingerprints genéticos no caso dos testes de
paternidade ou forenses, avaliagao da presenca de genes de resisténcia, entre outras.

A amplificacdo realizada in vitro atraves da PCR mimetiza o que ocorre durante a
duplicacdo de DNA in vivo. Os reagentes necessarios para a amplificacdo do DNA sdo: Taq
polimerase (enzima originalmente isolada da bactéria Thermus aquaticus), nucleotideos livres
para a construcdo da fita de DNA, iniciadores (primers) com sequéncia complementar a

sequéncia-alvo a ser pesquisada, cloreto de magnésio (0 magnésio é cofator da enzima),



37

tampdo para manter as condi¢des da reacdo estaveis até o fim e por ultimo, o DNA-molde.
Apos o preparo da reacdo, esta serd levada ao termociclador para ocorrer a amplificacéo.
(MADIGAN, 2010; SAMBROK et al., 2001). A partir da PCR e avancos tecnoldgicos
posteriores foi possivel aprimorar a técnica de amplificacdo basica inicialmente descrita por
Kary Mullis, buscando a producéo de resultados de alto desempenho, um exemplo de variante
desta técnica € o chamado PCR em tempo real (ou qPCR), que tem mostrado excelentes
resultados como ferramenta rapida para o diagndstico de doencas infecciosas e a presenca de
determinantes de resisténcia, mesmo em baixas concentragdes amostrais (BUSTIN et al,
2012).
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1.5.1.1 REAL TIME PCR OU gPCR (PCR em tempo real, ou quantitativo).

A tecnologia qPCR (fluorescence-based quantitative real-time PCR) é a evolugdo da
técnica de PCR que foi primeiramente descrita por Higuchi e colaboradores em 1993. Esta
técnica tem sido bastante utilizada ao redor do mundo e possui a capacidade de detectar e
mensurar pequenas quantidades de &cidos nucleicos em um grande numero de amostras
extraidas de diversas origens (HIGUCHI et al ., 1992; HIGUCHI et al., 1993; WITTWER et
al., 1997).

Na PCR em tempo real o acimulo de DNA alvo é monitorado durante o processo de
PCR. Isso é possivel pela adicdo de uma mistura de sondas fluorescentes a reacdo da PCR,
cuja fluorescéncia aumenta de acordo com a ligacdo ao DNA. A medida que o DNA é
amplificado, o nivel de fluorescéncia aumenta proporcionalmente. (MADIGAN, 2010). O
conceito e a praticidade atribuidos a esta técnica aliado a sua velocidade, sensibilidade e
especificidade em ensaios homogéneos tem mudado a pratica para a quantificacdo de acidos
nucleicos. Com isso, esta técnica tem sido utilizada como ferramenta para diversas aplicacdes,
incluindo quantificacdo microbiana, determinacdo de dosagem génica, identificacdo de
transgenes em alimentos geneticamente modificados, avaliacdo de riscos para recorréncia de
cancer, e aplicacbes para medicina forense. (BERNARD et al., 2002; MACAY et al., 2002;
MACAY et al., 2004; BUSTIN et al., 2005; BUSTIN et al., 2006).

A técnica de gPCR segue as mesmas etapas basicas de uma reacdo de PCR
convencional. Os trés principais passos que ocorrem durante a reacdo de qPCR sdo: etapa de
desnaturacdo, etapa de anelamento e etapa de extensdo, e ocorrem de maneira geral por cerca
de 40 ciclos. Durante a etapa de desnaturacdo, a alta temperatura é utilizada para converter as
moléculas de DNA dupla fita em moléculas de fitas simples, geralmente utiliza-se a
temperatura de 95°C. O tempo de desnaturacdo pode variar de acordo com a quantidade de
conteddo GC na amostra a ser amplificada. Durante a etapa de anelamento, sequencias de
DNA complementar possuem a oportunidade de hibridizar com a sequéncia de DNA alvo,
para isso utiliza-se uma temperatura apropriada € utilizada baseada no calculo da temperatura
de melting (T,) dos iniciadores. A etapa de extensdo ocorre entre 70—72°C, onde a atividade
da DNApolimerase é considerada 6tima e a extensdo dos iniciadores ocorre numa velocidade
aproximada de cerca de 100 bases por segundo. Quando um amplicon (gene-alvo), é pequeno,
esta etapa é frequentemente combinada com a etapa de anelamento , utilizando 60°C como
temperatura. (Manual Handbook _ Applied Biosystems, 2015).
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A reacdo de gPCR também possui algumas variagcbes como a chamada qRT-PCR. As
reacOes de gRT-PCR (transcriptase reversa em PCR tempo real) podem ocorrer através de
reacOes denominadas “Two-step” gRT-PCR ou “One-step” qRT-PCR. Em reacbes “Two-
step” a reacdo de transcriptase reversa, ou seja, a conversao de moléculas de RNA em cDNA
ocorrem em ensaios separados, onde apGs o primeiro ensaio cerca de 10 % do cDNA
produzido é utilizado no préximo ensaio de gPCR. Em reacfes “One-step ” tanto a reacdo de
transcriptase reversa, quanto a reacdo qPCR ocorrem no mesmo ensaio, uma apds a outra
(Manual Handbook _ Applied Biosystems, 2015).

A técnica de gPCR necessita de um agente fluorescente para detectar a amplificacdo
da sequéncia alvo a cada clico, para que assim gere resultados em tempo real. De maneira
geral, esse agente fluorescente pode ser inespecifico, como o caso do SYBERgreen, que € um
corante intercalante de DNA, que se liga de maneira inespecifica a qualquer sequéncia de
DNA dupla fita, aumentando assim o seu nivel de fluorescéncia durante a amplificacdo do
gene alvo; ou pode ser especifico , com a utilizacdo de sondas (Figura 4).

A PCR em Tempo Real utilizando o sistema de sondas TagMan é o mais comumente
utilizado. Esta sonda possui em sua extremidade 5° um fluor6foro, mais especificamente
molécula reporter, capaz de absorver e emitir luz em comprimentos de onda especificos, e na
extremidade 3’ uma molécula chamada quencher, capaz de absorver a fluorescéncia emitida
pelo fluoréforo, por meio de um fendmeno fisico denominado FRET (Transferéncia de
energia de ressonancia por fluorescéncia) (MACKAY, 2004). Durante a reacdo de gPCR a
sonda hibridiza com a sequéncia de DNA fita simples complementar ao alvo para a
amplificacdo. Quando a sonda estd intacta, a proximidade da molécula quencher com a
molécula reporter leva a reducdo do sinal de fluorescéncia emitida, garantindo assim que a
extremidade 3’ da sonda permaneca bloqueada. (NOVAIS & PIRES ALVES, 2004). Na etapa
de a amplificacdo, a enzima DNA polimerase cliva a sonda devido a sua atividade
exonucleasica 5°-3°, separando o fluordforo reporter do quencher durante a fase de extensdo,
assim a separacdo destas moléculas resulta no aumento da intensidade da fluorescéncia em
escala exponencial. Dessa foram, ao utilizar sondas do tipo TagMan, cada vez que uma nova
fita dupla do DNA alvo é replicada, um sinal fluorescente é imediatamente emitido e captado
pelo equipamento gerando os resultados da amplificacdo em tempo real.(ALVAREZ et al.,
2004; NOVAIS & PIRES ALVES, 2004) (Figura 4)
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FIGURA 4: Reagdes quimicas envolvidas na técnica de gPCR

(&) SYBR green assays (b) TagMan (5" nuclease) assays
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Figura 4: PCR tempo real: (a) deteccéo através de SYBR green. SYBR green se liga & todas as duplas fitas de DNA e
emitindo fluorescéncia. (b) TagMan sondas e iniciadores se unem ao DNA-alvo .Quando a sonda esta intacta a energia é
transfereda entre o quencher e o repdrter, como resultados o sinal fluorescente é detectado como a fabricagdo de uma
nova fita através da polimerase, a sua atividade exonuclease cliva os nucleotideos da sonda, liberando o reporter da
sonda. Uma vez que ndo hd mais proximidade o sinal de fluorescéncia da sonda é detectado e a amostra amplificada é

determinada pelo aumento da fluorescéncia.

Para a compreensdo e analise dos resultados gerados pela técnica de gPCR, é
necessaria a compreensdo de alguns conceitos, como 0s conceitos atribuidos ao Baseline,
Threshold e Threshold Cycle. O Baseline de uma reacdo de PCR em tempo real se refere ao
nivel de fluorescéncia durante os ciclos iniciais da reacdo, geralmente do ciclo 3 ao 15, nos
quais existe uma pequena mudanca no nivel de fluorescéncia. O baixo sinal emitido durante
0s primeiros ciclos no Baseline podem ser considerados como “background” ou ruidos
durante a anélise de uma reacéo.

O Baseline é determinado empiricamente de acordo com cada reacdo, e deve ser
determinado de maneira cuidadosa para permitir a determinacdo apurada do chamado
Treshold cycle (Ct). O Threshold de uma reagdo de qPCR é o aumento no nivel de sinal de
fluorescéncia que reflete estatisticamente a amplificacdo do alvo além dos sinais basais
durante o Baseline. Geralmente o software para a andlise das reagdes da gPCR define
automaticamente o Threshold, entretanto a sua posi¢éo pode ser determinada pelo executor da
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reacdo em qualquer ponto da fase exponencial de amplificacdo. O Threshold Cycle (Ct) é o
namero de ciclo onde o sinal da fluorescéncia ultrapassa o Threshold, este pardmetro é
utilizado para calcular o numero inicial de copias de DNA, uma vez que o valor de Ct ¢
inversamente proporcional a quantidade inicial de DNA-alvo, logo quanto menor o valor de
Ct, maior ¢ a quantidade de DNA alvo inicial para a realiza¢do da reagdo. (Manual Handbook
_ Applied Biosystems, 2015).

A utilizacdo da plataforma gPCR permite ao usuario varias vantagens em relacdo ao
uso de PCR convencional, como: coleta de resultados na fase exponencial da amplificacao, a
eliminacdo da etapa de eletroforese em gel ap6s a corrida, a capacidade de producéo
resultados quantitativos, além de maior reprodutibilidade, sensibilidade e precisdo de
resultados. (SMITH and OSBORN et al., 2012). Ainda outras vantagens, como: habilidade de
monitorar o0 progresso da reacdo de PCR enquanto ela ocorre, habilidade de mensurar
precisamente a quantidade de amplicon em cada ciclo, permitindo avaliar a medida inicial do
material, aumento na faixa dinamica de deteccdo (Real time PCR Handbook, Applied
Biosystem. 2015).

Estudos recentes mostram que a utilizacdo da plataforma gPCR permite a obtencdo de
resultados excelentes e confidveis para diagnosticos moleculares, tanto para ciéncias
humanas, agricultura e medicina (BUSTIN et al., 2000; KUBISTA et al., 2006), possuindo
outras aplicabilidades incluindo quantificacdo microbiana, determinacdo de dosagem génica,
identificacdo de transgenes em alimentos geneticamente modificados, avaliacdo de riscos
guanto a recorréncia de cancer , e aplicados a medicina forense .(BERNAD et al., 2002;
MACKAY et al., 2004; BERG et al., 2007).

Estudo realizado por Mosca e colaboradores em 2013 sugeriu que a sensibilidade
analitica da técnica PCR em Tempo Real para o diagndstico de deteccdo de KPC € melhor do
gue as metodologias fenotipicas usualmente utilizadas. Com isso, cada vez mais gPCR tem
sido utilizado como ferramenta de diagndstico, em pacientes acometidos de diferentes
comorbidades, seja de origem viral, ou bacteriana. (ALBUQUERQUE et al .,2014;
BELLAR-POMARES et al., 2011; PAPP et al ., 2014)

Spanu e colaboradores em 2012 realizou um estudo na Italia, onde 300 amostras
clinicas de Enterobacterias isoladas de bacteremias foram submetidas a anélises de
identificacdo e antibiograma por VITEK 2 e e-Teste, e foram comparadas com os resultados
obtidos por q PCR , os resultados mostraram 100% de especificidade e 100% de sensibilidade
para os testes realizados na plataforma PCR em Tempo Real, com resultados em até 2 horas.

Outro trabalho prop6s o desenvolvimento de multiplex Real-time PCR para deteccdo de CTX-
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M, SHV, TEM e AmpCs em enterobactérias, e a partir de 114 amostras controles produziram
resultados tambem com 100% de sensibilidade e especificidade.(ROCHANSKI et al., 2014).
Estes estudos corroboram a importancia desta técnica como ferramenta de diagndstico que
pode ser de grande valia para acGes de controle e vigilancia epidemioldgica de

carbapenemases no ambiente hospitalar.
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2. JUSTIFICATIVA/RELEVANCIA

A partir do aumento do nimero de casos de infeccdes associadas aos cuidados com a
salde e comunitérias a partir de bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemases no
Brasil, este estudo se apresenta como uma ferramenta de monitoramento epidemiologico de
deteccdo e caracterizacdo dessas amostras, servindo assim como mecanismo de vigilancia
quanto a presenca e a possivel disseminacdo desses microrganismos no ambiente hospitalar.
Desta forma, estamos propondo um estudo para padronizacdo de PCR multiplex em
Plataforma de PCR em Tempo Real para detecgdo dos principais mecanismos de resisténcia a
carbapenemases mais prevalentes no Brasil. O Prototipo devera ser desenvolvido para a
plataforma de PCR em Tempo Real e sera capaz de detectar (KPC e NDM-1). Esta
metodologia poderd ser utilizada em Laboratérios de hospitais, laboratorios privados,
Laboratdrios Centrais de Saude Publica. Em bacteriologia médica, a proposta é inovadora e
tem um grande potencial de transferéncia ou reaplicacdo da tecnologia, pois ndo existe até o
momento producdo nacional deste produto com baixo custo; existe um kit disponivel no
mercado internacional, com custo muito alto. Além disso, existe a possibilidade real do
prototipo ser transformado em um “kit” comercial com o apoio do programa

PDTIS/FIOCRUZ e parceria ja estabelecida com Bio-Manguinhos/ Fiocruz.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo proposto: Desenvolver um protétipo baseado em tecnologia de PCR
multiplex para deteccdo de genes de carbapenemases blakpc € blanpm-1 €m amostras de P.
aeruginosa, Acinetobacter baumannii e membros da familia Enterobacteriaceae que seja

simples e rapido e aplicavel a rotina laboratorial.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS/ESTRATEGIAS.

o Pesquisar e selecionar insumos (iniciadores e sondas) especificos para 0s genes blakpc

e blanpm-1para realizacdo da técnica de qPCR.

o Selecionar amostras controles previamente identificadas para a padronizacdo do

prototipo proposto.

o Avaliar e determinar a ciclagem a ser utilizada para deteccdo dos genes blakpc €
blanpm-1 através da técnica de gPCR, assim como padronizar as concentragdes dos insumos

utilizados no prot6tipo proposto.

o Determinar a metodologia de extracdo e processamento de amostra para utilizacdo do

prototipo proposto.

o Avaliar a bioequivaléncia de insumos para a padronizacao do prot6tipo proposto.
o Produzir documentos oficiais para a utilizagdo do protétipo desenvolvido.
o Avaliar o Protétipo quanto a sensibilidade e especificidade frente a cepas produtoras e

ndo-produtoras de KPC e NDM.
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4. METODOLOGIA

4.1. FLUXOGRAMA DE METODOLOGIA

Definicdo dos iniciadores e sondas para ‘

deteccdo dos genes bla, | bla | qPCR | 100 cepas de bactérias Gram-negativas

v

Testes bioquimicos

Padronizacdo da reacdo gPCR
Tratamento de cepas controle
Ciclagem \|,
Otimizacdo do MasterMIX
Anélise de resultados

Teste disco-difusdo para
carbapenémicos

v

Identificacdo dos genes blakpc blan 4 POT
Teste de Bioequivaléncia PCR convencional
Protétipo Cepas para testes
N

Avaliacdo do prot6tipo

Especificidade Sensibilidade

4.2. ETAPA DE PADRONIZACAO DA REACAO EM gPCR DO PROTOTIPO

Os experimentos para a padronizacdo do protétipo e andlise de especificidade e
sensibilidade, foram realizados na plataforma ABI PRISM7500 (Applied bioSystems)
baseados no manual do fabricante para manuseio e processamento de amostra. O software
utilizado para anélise foi o software ABI PRISM7500 Versdo 2.3. As amostras controle foram
submetidas ao qPCR de acordo com os procedimentos descritos no Manual do CDC (2011).

O controle interno de reagdo utilizado foi o gene constitutivo 16S RNA.
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4.2.1 SELECAO E SINTESE DE INICIADORES E SONDAS PARA OS GENES blakpc

(5] bIaNDM-l.

A selecdo dos iniciadores especificos para genes que codificam enzimas
carbapenemases blaxpc € blanpm € 16SrRNA seguiu o protocolo do CDC (2011) e estdo
descritos na tabela 2. Os iniciadores e as sondas foram sintetizados por duas empresas
distintas a BIOSEARCH e a IDT para ensaios posteriores de Bioequivaléncia. Os insumos
foram diluidos de acordo com as normas do fabricante em tampédo TE pH 8,0 (10mM TRIS
pH8,0, ImM EDTA pH 8,0) e mantidos em concentracdo de 100um em freezer a temperatura
de -20°C.

TABELA 2: Sequéncias nucleotidicas de sondas e iniciadores.

Iniciadores e Sondas Sequéncia nucleotidica 5°-3’
NDM-F iniciador GACCGCCCAGATCCTCAA
NDM-R iniciador CGCGACCGGCAGGTT

NDM- sonda (HEX) HEX-TGGATCAAGCAGGAGATCAACCTGCC-BHQ
KPC-F iniciador GGCCGCCGTGCAATAC
KPC-R iniciador GCCGCCCAACTCCTTCA

KPC- sonda (FAM) FAM-TGATAACGCCGCCGCCAATTTGT-BHQ

16S rRNA-F iniciador GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA

16S rRNA-R iniciador GTTGCGGGACTTAACCCAACA

16S rRNA- sonda(Quasar 670) Quasar-CACGAGCTGACGACARCCATGCA-BHQ

KPC_Klebsiella pneumonia carbapenemase ; NDM_New Delhi Metalo-beta-lactamase; * R = Aou G
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422. SELECAO DE AMOSTRAS CONTROLES PARA ETAPA DE
PADRONIZACAO.

Para a etapa de padronizacgdo foram selecionadas quatro cepas pertencentes a Colecdo
de Culturas de Bactérias em Infeccdo Hospitalar (CCBH). As cepas selecionadas foram
previamente submetidas a identificacdo biogquimica classica, além da utilizacdo do sistema
miniaturizado APl 20E e API20NE (bioMérieux, Brasil) e sequenciamento do genoma total.
A deteccéo fenotipica de carbapenemases foi realizada de acordo com a Norma técnica da
ANVISA n° 1/2013. A deteccdo das sequéncias génicas codificadoras de blaxpc € blanpwm, fOi
realizada previamente através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional de
acordo com (YGITI et al.,2001). Estas cepas foram mantidas preservadas em caldo de cultura
BHI (BD Brain Heart Infusion) com Glicerol 20%. A Tabela 3 descreve as amostras

selecionadas como controles para as reagdes de padronizagéo.

TABELA 3: Amostras controles para a padronizagdo do protétipo.

Identificacéo Espécie bacteriana Gene de resisténcia
CCBH 8107 Klebsiella pneumoniae blakpc

CCBH 8340 Klebsiella pneumoniae blanpm

CCBH 14397 Enterobacter cloacae blakpc; blanpm
ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae Controle negativo

CCBH_Colecéo de Cultura em Bactérias em Infec¢do Hospitalar.

423. DETERMINACAO DA METODOLOGIA DE EXTRACAO E
PROCESSAMENTO DE AMOSTRA.

Para a determinacdo da melhor estratégia de extracdo de DNA para a realizacdo do
gPCR para detecgdo dos genes blakpc € blaypm-1 foram testadas duas estratégias, uma baseada

na metodologia de lise mecanica e a outra realizada através de lise térmica.
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4.2.3.1 EXTRACAO DE DNA POR LISE CELULAR MECANICA.

A extracdo atraves de lise celular mecéanica foi realizada através do método de
sonicacdo, a partir de um crescimento recente em Agar Nutriente (Biosystems), prepara-se
uma suspensdo bacteriana em 500ul de agua ultrapura (MilliQ). Os microtubos com
suspensdo bacteriana séo colocados em banho-maria de ultrassom (Cristofoli) e realiza-se a
sonicacao (dois ciclos de 30 segundos, com intervalos de 10 segundos entre cada ciclo), apos
a sonicacgdo, 0s microtubos sdo encaminhados a centrifuga (BIOFUGE fresco Heraus) e sdo
centrifugados & 13.000rpm por dois minutos. Neste caso, é usado 10pL desse sonicado, como

amostra, no mix de reagentes.

4.2.3.2 EXTRACAO DE DNA POR LISE CELULAR TERMICA.

A extracdo através de lise celular térmica foi realizada através de trés estratégias

diferentes:

e Primeira estratégia denominada LT1, onde realizou-se a inoculacdo de uma pequena
alcada de bactérias anteriormente isoladas sob semeadura em Agar Nutriente
(Biosystems) a 29,5ul de agua ultra pura (MilliQ), logo apds essa suspensao
bacteriana é submetida a aquecimento de 95°C por cinco minutos. Todo o volume foi
misturado ao mix de reagentes para realizacdo da amplificacdo através de qPCR.

e A segunda estratégia denominada de LT2, realizada de acordo, onde realizou-se a
inoculacdo de uma pequena alcada de bacterias anteriormente isoladas sob semeadura
em Agar Nutriente (Biosystems) a 50ul de agua ultra pura (MilliQ), logo apos essa
suspensdo bacteriana é submetida a aquecimento de 95°C por cinco minutos. Somente

10pl dessa suspensao foi utilizada na reagéo.
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e Para a terceira estratégia denominada de LT3, seguiu-se a inoculagdo de uma coldnia
utilizando uma ponteira como instrumento ao Mix de reagentes com volume final de
50 pL, dessa forma a lise pode ocorrer durante a ativacdo enzimética da
TAQpolimerase (TAQ hot start) no termociclador a temperatura de 95°C por 10

minutos.

4.2.4. DETERMINACAO DA CICLAGEM PARA DETECCAO DOS GENES blakpc €

blanpm-1 -

Foram testadas duas ciclagens distintas para avaliar qual possuia melhor performance.
A primeira ciclagem testada foi denominada de Protocolo Bio-Manguinhos (Desnaturagéo:
95°C porl0 min.; Anelamento: 50 ciclos 95°C por 30 seg.; Extensdo: 60°C por 60 seg.); esta
ciclagem é usualmente utilizada para experimentos internos realizados em Bio-Manguinhos, e
a segunda foi denominada Protocolo CDC (Desnaturagdo: 95°C por 10 min.; Anelamento: 40
ciclos 95°C por 3 seg.; Extensdo: 60°C / 30 seg.); que segue as instrucbes do manual
publicado do CDC para deteccdo de carbapenemases através de qPCR (2011). As duas
ciclagens foram testadas em reagdes “single” (Gnico alvo) e “multiplex” para os genes de

interesse blakpc € blanpm-1..

4.2.5 PADRONIZACAO DAS CONCENTRACOES DOS INSUMOS.

Para a padronizacdo e determinacdo da concentracdo 6tima de insumos foram
avaliadas duas plataformas de reagentes distintas. Uma considerada fechada, ou seja um
MasterMix que continha em sua composi¢do reagentes como TAQpolimerase, Cloreto de
magnésio e nucleotideos livres em concentracfes estabelecidas pelo fabricante (MasterMix
NAT). O MasterMix NAT é produzido e comercializado por BIO-MANGUINHOS. A outra
plataforma era “aberta” sendo assim era possivel alterar de maneira conveniente todos 0s
componentes da reacdo de qPCR . Estes reagentes foram produzidos pelo IBMP (Instituto de
Biologia Molecular do Parand). As diferentes concentracfes de reagentes foram testadas de

modo a obter um volume final de reacdo de 50 ul ou de 25ul. Durante a padronizacdo do
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MasterMix IBMP também foi analisada a influéncia da adicdo da referéncia passiva ROX
(Applied Biosystems) na reagdo. O ROX é uma molécula normalizadora da reacdo que é
responsavel por equalizar possiveis variagcdes, erros de pipetagem, ruidos, ou variacfes
durante a emissdo e deteccdo de fluorescéncia. (Manual_Handbook Applied Biosystems,
2015).

As concentragOes de iniciadores e sondas também foram definidas a partir destes
ensaios, para avaliacdo das sondas foram testadas concentracfes de 0,1 uM a 0,4 uM e para
os iniciadores as concentracdes testadas foram de 0,2 uM a 0,6 uM; desta forma foi possivel

definir e estabelecer os limites de Threshold e baseline que seriam utilizados no protdtipo.

426 AVALIACAO DE BIOEQUIVALENCIA DE INSUMOS (SONDAS E
INICIADORES).

Para a avaliacdo de bioequivaléncia, sondas e iniciadores foram obtidos de dois
fabricantes distintos, a BIOSEARCH e a IDT technologies. Estes insumos foram utilizados
seguindo o protocolo que foi desenvolvido a partir da padronizacao inicial para o prototipo.
Os insumos foram avaliados da seguinte forma: 1) Reag¢fes com sondas e iniciadores da
marca BIOSEARCH; 2) Reacdes com sondas e iniciadores da marca IDT technologies ;3)
Reac0es utilizando sondas BIOSEARCH e iniciadores IDT Technologies; por fim 4) Reacdes
utilizando sondas IDT Technologies e iniciadores BIOSEARCH. Foram utilizados 0s

controles descritos na tabela 3 para a realizagdo deste experimento.

4.3 ETAPA DE TESTE E AVALIACAO DO PROTOTIPO DESENVOLVIDO.

Para a realizagcdo da etapa de avaliagdo do protétipo foi necessério a construcdo de
documentos que instruem e habilitam outros individuos a utilizarem o protétipo, IT (Instrucdo
de Trabalho) e ainda documentos para o controle da qualidade pds envase e rotulagem. Da
mesma forma, foram produzidos ainda documentos para controle interno de insumos e
controle de envase, este realizado por Bio-Manguinhos. Apos a etapa de padronizagdo e
formalizagdo de documentos no Laboratorio de Tecnologia em Diagnéstico (LATED) em
Bio-Manguinhos foi possivel a producdo do primeiro prototipo padronizado para deteccao de
carbapenemases KPC e NDM.
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As etapas de avaliacdo do prototipo quanto a especificidade e sensibilidade também
foram realizadas sob a plataforma ABI PRISM 7500 (Applied biosystems), utilizando o gene

constitutivo 16S RNA como controle interno de reacao.

4.3.1. SELECAO DE AMOSTRAS CLINICAS PARA AVALIACAO DO PROTOTIPO.

Para determinacdo dos parametros de sensibilidade e especificidade do protétipo
foram selecionadas 100 cepas bacterianas Gram-negativas pertencente a Colecdo de Culturas
de Bactérias em Infeccdo Hospitalar (CCBH) para serem testadas quanto a presenca dos genes
blakpc € blanpm-1. O critério de selecdo para composicao do numero amostral para esta analise
foi: 1) As amostras devem pertencer a Familia Enterobacteriaceae ou ao grupo dos Bacilos
Gram-negativos ndo-fermentadores; 2) Deveriam conter em seu genoma a presenca de pelo
menos um dos genes avaliados, (Para composicdo do grupo amostral positivo); 3) Nao
deveriam possuir qualquer um dos genes alvos para o0 protdtipo (composicdo do grupo
amostral negativo); 4) deveriam ser escolhidos aleatoriamente quanto ao ano de isolamento ,
ou origem de amostra.

As cepas escolhidas foram submetidas a confirmacdo de identificacdo, quanto ao
género e a espécie por bioquimica convencional, assim como a presen¢a ou auséncia dos
genes foi confirmada pela técnica de PCR convencional descrita por (YGITI et al.,2001). A
Colecdo de Cultura de Bactérias em Infeccdo hospitalar é preservada pelo método de

congelamento em nitrogénio liquido (-180°C).

4.3.2 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO PROTOTIPO.

A especificidade € a capacidade que um teste possui de determinar resultados negativos
em face de uma amostra que seja sabidamente negativa. Por outro lado a avaliagdo da
sensibilidade € realizada em um teste a partir da sua capacidade de determinar resultados
positivos em amostras sabidamente positivas. (GALEN E GAMBINO, 1975).
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Para a avaliacdo da especificidade e sensibilidade do protétipo as cepas foram divididas
em dois grupos amostrais, 0 grupo de amostras positivas para um dos genes alvos e 0 grupo
de amostras negativas. A determinacdo se deu pela capacidade do protétipo em nao revelar
resultados falsos negativos ou falsos positivos, de acordo com a identificacdo previa das
amostras por PCR convencional. Os grupos amostrais foram submetidos ao protétipo final, j&
envasado de acordo com as boas préticas de fabricacéo seguidas por BIO-MANGUINHOS.

4.3.3 DETERMINACAO DO LIMITE DE DETECCAO (LOD)

A determinacdo do Limite de deteccdo foi realizada utilizando as cepas controles
produtoras de KPC e NDM. As cepas foram semeadas em Agar Nutriente (Biosystems), e
selecionou-se uma unica coldnia para a extracdo de DNA pela metodologia de sonicacéo.
Assim, preparou-se uma suspensdo bacteriana em 100l de agua ultrapura (MilliQ). Os
microtubos com suspensdo bacteriana foram colocados em banho-maria de ultrassom
(Cristofoli) e realizou-se a sonicagdo (dois ciclos de 30 segundos, com intervalos de 10
segundos entre cada ciclo), ap6s a sonicagdo, os microtubos foram encaminhados a centrifuga
(BIOFUGEfresco Heraus) e foram centrifugados a 13.000rpm por dois minutos.

Ap6s a centrifugacdo o sobrenadante contendo o DNA sofreu diluicGes seriadas
partindo da concentracdo de 1:10. Foram realizadas dez dilui¢cGes para determinacdo do LOD
do protétipo para cada cepa controle representante de cada alvo. O DNA presente em cada
uma das diluicdes foi medido através do equipamento GeneQuant spectrofotometor
(Bioscience) com absorbancia de 360nm. Apds a medicdo, estas diluicdes foram utilizadas
como Template para a reacdo de qPCR.
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5. RESULTADOS

5.1. DETERMINACAO DA METODOLOGIA DE EXTRACAO.

Nesta primeira etapa de padronizacao, foi realizada a reacdo em qPCR para definicao
da melhor estratégia de extracdo de DNA para deteccdo dos genes blakpc € blanpm. A partir
das andlises observou-se a amplificacdo em 6timas condicBGes para os dois alvos além do
controle interno negativo (genel6S RNA). Os valores de CT variavam de 16,0 a 19,0 em
todas as condicdes testadas para KPC, e de 20, 0 a 23,0 para NDM.

No que se refere a técnica de extracdo, foi possivel inferir que a utilizacdo da condicao
LT3, realizada a partir da coleta de colonias diretamente da placa, mostrou-se capaz de
favorecer a amplificacdo 6tima dos alvos testados (Figura 5), além de possuir maior relacédo
custo-beneficio quando comparada as outras condicOes testadas, pois permitiu a diminuicédo
com gastos de materiais para sonicacdo além de diminuir o tempo para a obtencdo dos
resultados.
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Figura 5: Amplificacdo dos genes blakpc e blanpm € controle interno 16s RNA através da
metodologia de extragdo LT3.
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde _Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_ Sonda
Quasar 670 (16S RNA). Figura 5: Curvas de amplificacdo para os genes de interesse relacionando a
variacdo de fluorescéncia com o nimero de ciclos de reacdo. Figura 5.A: Gréafico de amplificacdo da cepa
controle KPC positivo; Figura 5.B: Grafico de amplificagdo da cepa controle NDM positivo; Figura 5.C:
Grafico de amplificacdo da cepa controle KPC/NDM postivo; Figura 5.D: Grafico de amplificacdo da cepa

controle negativo.
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5.2. PADRONIZACAO DA REACAO QUANTO A CICLAGEM.

Os experimentos para avaliacdo da ciclagem foram realizados com os controles
descritos na tabela 1 de acordo com o protocolo descrito pelo CDC s ciclagens testadas
mostraram-se igualmente eficientes para a amplificagédo dos genes alvos blakKPC e blaNDM
guando realizadas em “single” alvo inico ou em “multiplex” mais de um alvo.

A partir dos resultados obtidos foi possivel inferir que protocolo do CDC é tao eficaz
quanto o utilizado em BIO-MANGUINHOS, sendo o protocolo de CDC bem mais rapido.
Por isso adotou-se a partir desse experimento a utilizacdo do protocolo do CDC para os testes

seguintes.

5.3. PADRONIZACAO DAS CONCENTRACOES DE INSUMO.

A partir do MIX NAT (BIO-MANGUINHOS) foram testadas diversas concentragdes
com o intuito de definir a concentracdo 6tima dos insumos para a reacdo. A tabela 4 mostra as
diferentes concentracdes testadas para sondas e iniciadores e os valores de Ct (Threshold

cycle) obtidos em cada uma das condigdes.

TABELA 4: Valores de Ct para as concentracdes testadas.

Condicbes Mix  Concentracéo Concentracao Valores de Ct *
testadas Sondas (UM) Iniciadores (UM, ~ KPC NDM
Condicéo 1 NAT 0,2 0,4 17,43 20,53
Condicdo 2 NAT 0,1 0,4 18,63 19,23
Condicéo 3 NAT 0,4 0,4 18,36 18,52
Condicdo 4 NAT 0,2 0,2 19,54 20,01
Condigdo 5 NAT 0,2 0,6 35,38 30,38

Ct : Threshold cycle; * = Média dos valores de Ct, as reacdes foram realizadas em triplicada
para cada um dos controles.

A partir dos valores de Ct observou-se que a Condic¢éo 1 foi a melhor testada, pois o
aumento na concentracdo de sondas e iniciadores apenas gerou o aumento do platd da curva
de amplificacdo, além disso foi possivel observar que a diminuicdo na concentracdo dos
insumos reflete na diminuicdo dos valores de Ct. ApoOs este experimento foi proposta a

determinacéo dos valores de Threshold e de Baseline para cada um dos alvos (TABELA 5).
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TABELA 5: Valores de Threshold e Baseline para cada um dos alvos.

Gene alvo Sonda Valores de Valore_s de
correspondente Threshold Baseline
blakpc FAM 0,9 5-8
blanpm HEX 0,4 5-15
16S RNA Quasar 670 0,5 5-8

Para a producdo do protétipo, foram analisadas as possibilidades de utilizacdo de dois
mixes de fabricantes diferentes, o primeiro € um sistema fechado fabricado por BIO-
MANGUINHOS denominado NAT (Nucleic Acid Test), o outro é o MIX IBMP fabricado
pelo IBMP (Instituto de Biologia Molecular-Parand) sendo este um sistema aberto passivel de
otimizacdo. Estes dois sistemas foram testados e observou-se que o desempenho do MIX
NAT permaneceu constante depois de varios testes, entretanto o MIX IBMP ganhou melhora
gradativa ap0s a padronizacdo de seus reagentes. Os melhores resultados foram obtidos com
as seguintes concentracdes: dNTP 0,8mM, Sulfato de Magnésio (MgSO,4) 0,9mM, e com
adicdo de ROX, na concentracéo final de 5nM, apresentando um Ct final de 21,09 para KPC
e 17,54 para NDM (Gréficos 2).

Os resultados avaliados mostraram que mesmo ap6s padronizacdo intensa 0 MIX
IBMP néo alcangou as expectativas, possuindo menor sensibilidade que o MIX NAT. Com
isso a partir desta etapa resolveu-se utilizar o MIX NAT como componente do Kit prototipo

de gPCR, desenvolvido por este trabalho.
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FIGURA 6: Amplificacdo dos genes blaxpc e blaypm com MIX NAT e MIX IBMP.
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde _Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_
Sonda Quasar 670 (16S RNA). FIGURA 6: Curvas de amplificagdo para comparacédo entre os MIXES
NAT e IBMP para os genes de interesse relacionando a variacdo de fluorescéncia com o nimero de
ciclos de reagdo. Figura 6.A: Gréafico de amplificacdo da cepa controle KPC positivo com MIX NAT;
Figura 6.B: Grafico de amplificagdo da cepa controle NDM positivo com MIX NAT; Figura 2.C:
Gréfico de amplificacdo da cepa controle KPC positivo com MIX IBMP; Figura 2.D: Grafico de
amplificacdo da cepa controle NDM + com MIX IBMP.
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5.4. AVALIACAO DE BIOEQUIVALENCIA DE INSUMOS (SONDAS E
INICIADORES)

Os resultados obtidos através da andlise de Bioequivaléncia de insumos nos permitiu
determinar qual a melhor combinacéo entre sondas e iniciadores para a produgdo do protdtipo.
As figuras de amplificagdo abaixo demonstram os resultados para cada uma das condi¢des

testadas. (Figuras 7 a 10).

FIGURA 7: Amplificacdo das cepas controle e KPC e NDM positivas, utilizando sondas e
iniciadores produzidos pela BIOSEARCH.
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde _Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_
Sonda Quasar 670 (16S RNA). Figura 7.A: Amplificacdo da cepa KPC positiva com sondas e
iniciadores BIOSEARCH. Figura 7.B: Amplificacdo da cepa controle NDM positiva com sondas e
iniciadores BIOREASEARCH.
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FIGURA 8: Amplificacéo das cepas controle KPC e NDM positiva, utilizando sondas e
iniciadores produzidos pela IDT.
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde _Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_
Sonda Quasar 670 (16S RNA). Figura 8.A: Amplificacdo da cepa KPC positiva com sondas e
iniciadores IDT. Figura 8.B: Amplificacdo da cepa controle NDM positiva com sondas e iniciadores
IDT.

FIGURA 9: Amplificacdo das cepas controle KPC e NDM positiva, utilizando sondas
produzidas pela IDT e iniciadores produzidos pela BIOSEARCH
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde _Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_
Sonda Quasar 670 (16S RNA). Figura 10.A: Amplificacdo da cepa KPC positiva com sondas IDT e
iniciadores BIOSEARCH. Figura 10.B: Amplificacdo da cepa controle NDM positiva com sondas
IDT e iniciadores BIOSEARCH.
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FIGURA 10: Amplificagdo da Cepa Controle KPC e NDM positiva, utilizando sondas
produzidas pela BIOSEARCH e iniciadores produzidos pela IDT.
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde _Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_
Sonda Quasar 670 (16S RNA). Figura 9.A: Amplificacdo da cepa KPC positiva com sondas
BIOSEARCH e iniciadores IDT. Figura 9.B: Amplificacdo da cepa controle NDM positiva com
sondas BIOSEARCH e iniciadores IDT

Os melhores resultados foram obtidos com a combinacdo 1, ( sondas e iniciadores da
marca BIOSEARCH) e com a combinagéo 4 (Iniciadores IDT e sondas BIOREASEARCH).
Com uma leve vantagem para a condicdo 4, que mostrou menores valores de Ct tanto para
amplificacdes para o alvo NDM quanto para KPC (Ct 23,09 para KPC e Ct 23,85 para NDM),
enquanto a condicdo 1 apresentou valores de Ct 23,59 para KPC e 24,07 para NDM. Acredita-
se que os resultados insatisfatérios observados nas condicbes 2 e 3 se deve a problemas de

fabricacdo das sondas de marca IDT.
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5.5 DESCRICAO DOS DOCUMENTOS PRODUZIDOS PARA A PERMISSAO DO
ENVASE DO PROTOTIPO

Para a realizacdo do processo de envase do protétipo (Foto 1) foram elaborados os

seguintes documentos abaixo:

FOTO 1: Componentes do protétipo
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e IT (Instrucéo de Trabalho)

Titulo: Realizacdo de PCR em Tempo Real para genes de resisténcia antimicrobiana
Numero do documento: 9710

Objetivos: Detectar a presenca dos genes de resisténcia blakpc € blaypm €m amostras de
Enterobactérias e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores através de PCR em Tempo
Real.

Titulo: Diluigdo, rotulagem e envase dos iniciadores (KPC F, KPC R, NDM F, NDM R,
16S RNA F, 16S RNA R) do protétipo do KIT de utilizacdo de PCR em tempo Real para

genes de resisténcia antimicrobiana.
Numero do documento:9707

Objetivos: Estabelecer procedimentos para diluicdo. Rotulagem, envase dos iniciadores
(KPC F, KPC R, NDM F, NDM R, 16S RNA F, 16S RNA R), componentes do teste de
prototipo do KIT de utilizagdo da PCR em Tempo Real para genes de resisténcia
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Titulo: Diluigdo, rotulagem e envase de Sondas KPC, NDM e 16S RNA F do prototipo
do KIT de utilizagdo de PCR em tempo Real para genes de resisténcia antimicrobiana.

NUmero do documento: 9708

Objetivos: Estabelecer procedimentos para diluicdo. Rotulagem, envase das sondas
componentes do protdtipo do KIT de utilizagdo da PCR em Tempo Real para genes de

resisténcia antimicrobiana.

Titulo: Envase e rotulagem de Agua/DEPC para o prot6tipo do KIT de utilizagdo de PCR

em tempo Real para genes de resisténcia antimicrobiana.
Numero do documento: 9709

Objetivos: Estabelecer procedimentos para o envase e rotulagem da Agua/DEPC,
componente do protétipo do KIT de utilizacdo da PCR em Tempo Real para genes de

resisténcia antimicrobiana.

e Documentos de Controle de Processamento

Titulo: Controle de processamento pos envase de Agua/DEPC do moédulo de
amplificacdo para prototipo do KIT de utilizacdo de PCR em tempo Real para genes de

resisténcia antimicrobiana.

NUmero do documento: 9705

Titulo: Controle de processamento pos diluicdo, rotulagem e envase dos iniciadores (KPC
F, KPC R, NDM F, NDM R, 16S RNA F, 16S RNA R) do prototipo do KIT de utilizacdo

de PCR em tempo Real para genes de resisténcia antimicrobiana.

NUmero do documento: 9706
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Titulo: Controle de processamento pds diluicdo, rotulagem e envase de sondas KPC,
NDM e 16S RNA do prototipo do KIT de utilizacdo de PCR em tempo Real para genes de

resisténcia antimicrobiana.

NUmero do documento: 9704

5.6. SELECAO DE AMOSTRAS CLINICAS PARA AVALIACAO DO PROTOTIPO
QUANTO SUA ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE

Seguindo os critérios estabelecidos na metodologia para o no tépico 4.2.1. foram
selecionadas 100 cepas bacterianas. As cepas pertencem ao grupo de bactérias Gram-
negativas, pertencentes a familia Enterobacteriaceae ou ao grupo dos Bacilos Nao-
Fermentadores. Foram isoladas a partir de 13 estados brasileiros: Bahia, Pernambuco, Cear3,
Minas Gerais, Distrito Federal, Alagoas, Amazonas, Santa Catarina, Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Maranhdo, Sergipe e Rio Grande do Sul no decorrer dos anos 2007 até 2016. O gréafico

1 mostra todas as espécies selecionadas e utilizadas no estudo.

GRAFICO 1: Descricdo das cepas selecionadas para padronizacéo.

60
Distribuicdo das espécies selecionadas para padronizagao

49

Graéfico 1: Espécies selecionadas e quantidade de cepas isoladas para cada espécie
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A espécie Klebsiella pneumoniae foi a mais prevalente entre as amostras selecionadas,
seguidas das espécies Enterobacter aerogenes e Acinetobacter baumannii. As cepas deste
estudo foram reisoladas e submetidas a confirmacdo da presenca dos genes blakpc € blanpm
por PCR convencional e separadas da seguinte forma: 40 cepas positivas para 0 gene blakec,
40 cepas positivas para o gene blaypm € 20 cepas negativas para ambos os genes. Os gréaficos
2 e 3 descrevem a distribuicdo das amostras de acordo com os alvos de resisténcia estudados.

GRAFICO 2: Distribuicio das cepas blakpc de acordo com sua espécies.

Distribui¢do das cepas bla,,. positivas
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B Klebsiella pneumoniae
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M Enterobacter cloacae

W E. coli
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GRAFICO 3: Distribuicio das cepas blanpm positivas.

Distribui¢do de cepas blay,, positivas
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Dentre as cepas blakpc positivas as espécies Klebsiella pneumoniae e Enterobacter
aerogenes possuem o maior nimero de isolados 32% (13 isolados) e 37% (15 isolados)
respectivamente (Grafico 1). As amostras NDM positivas possuem em sua grande maioria
cepas da espécie Klebsiella pneumonia, 75% (30 isolados), seguidas de cepas da espécie
Enterobacter cloacae, 10% das amostras totais para este gene (4 isolados). As cepas negativas
para ambos 0s genes estdo distribuidas da seguinte forma : Acinetobacter baumanii 65% das
cepas (13 isolados), Klebsiella pneumoniae 30 % das cepas (6 isolados) e Enterobacter

cloacae com 5 % (1 isolado).

5.7. ANALISE DE ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE DO PROTOTIPO

Apos a realizacdo de intensa padronizacgao o prototipo para deteccdo de blakpc € blanpm
foi definido da seguinte forma: 1) Metodologia de extracdo LT3 realizada diretamente da
colbnia; 2) A ciclagem definitiva é a estabelecida pelo CDC; 3) Utilizacdo do MIX NAT; 4)
Utilizacdo de sondas BIOSEARCH , com concentracdo final de reacdo de 0,2uM; 5)
Utilizac&o de iniciadores IDT technologies, com concentracdo final de reacdo de 0,2uM. A
Tabela 6 descreve os volumes para cada reagents utilizados no mix. Como descrito
anteriormente a reacdo de qPCR foi realizada na plataforma ABI PRISM 7500 (Applied
Biosystems) e a andlise dos resultados foi obtida através do software especifico do
equipamento na versdo 2,3. O gene constitutivo 16S RNA foi utilizado como controle interno

de reacéo.

TABELA 6: Reagentes e seus volumes para uma rea¢do do protétipo.

Reagentes do protétipo Volume (ul)
MasterMIX NAT 16,7 ul
Agua 29,5 pl
Iniciadores * 0,8 ul
Sondas* 3ul

Tabela 6: Descri¢do dos volumes de reagentes para volume final de 50 ul;*_ os iniciadores e as sondas

para o0s alvos blakpc, blanpm € 16S RNA foram envasados em conjunto.
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A partir das 100 cepas previamente selecionadas realizou-se a avaliacdo da
especificidade e sensibilidade do protétipo. Foi possivel identificar 100 % de especificidade
para a identificacdo do gene blakpc , (40 cepas detectadas de 40 cepas positivas) possuindo
variacdo nos valores de Ct entre 11 e 17 (Figura 11); e 100 % de especificidade para
identificacdo do gene blaxpm (40 cepas detectadas de 40 cepas positivas) possuindo variacao
nos valores de Ct entre 15 e 22 (Figura 12). Ndo houve a presenca de resultados “falso
positivos”, todas as amostras negativas amplificaram somente o controle interno o 16S RNA

resultando em 100 % de sensibilidade com a detec¢édo de 20 cepas negativas (Figura 13).

FIGURA 11: Curvas de amplificacdo das cepas blakpc positivas.
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde _Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_
Sonda Quasar 670 (16S RNA). Figura 11.A: “Amplification plot” em escala logaritmica, amplificagdo
das cepas produtoras de KPC e especificidade de 100%. Figura 11.B: “amplification plot” em escala
linear de cepas produtoras de KPC e especificidade de 100%
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FIGURA 12: Curvas de amplificagdo das cepas blanpm positivas.
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde_ Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_
Sonda Quasar 670 (16S RNA). Figura 12.A: “Amplification plot” em escala logaritmica, amplificagdo
das cepas produtoras de NDM e especificidade de 100%. Figura 12.B: “amplification plot” em escala

linear de cepas produtoras de NDM e especificidade de 100%.

FIGURA 13: Curvas de amplificacdo das cepas negativas.
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Legenda: Curva azul_ Sonda FAM (KPC); Curva verde _ Sonda HEX (NDM); Curva vermelha_
Sonda Quasar 670 (16S RNA). Figura 13.A: “Amplification plot” em escala logaritmica, amplificacdo
das cepas produtoras de NDM e especificidade de 100%. Figura 13.B: “amplification plot” em escala

linear de cepas produtoras de NDM e especificidade de 100%.



68

5.8. DETERMINACAO DO LIMITE DE DETECCAO (LOD)

Foi realizada a diluicdo seriada 1:10 por 10 vezes para tentar identificar o LOD para 0s
genes blakpc € blanpm, contudo o prototipo conseguiu detectar a presenca dos genes mesmo
na ultima diluicdo. A quantificacdo do DNA foi realizada atraves do geneQuant para cada
uma das diluices dos alvos. O protétipo foi capaz de realizar a amplificacdo do DNA-alvo
das cepas controle sonicadas até a ultima diluicdo testada. A concentracdo de DNA nas
diluicbes variou de 907ng/ul até 141ng/ul para cepa controle KPC positiva e de 310 ng/ul
até 34 ng/ul de DNA para cepa controle NDM positiva. Esta andlise inicial nos mostra que
para alcancar o nivel de limite de deteccdo se faz necessaria a realizacdo de diluicGes ainda
maiores, para que se possa avaliar a partir de qual concentracfes o prot6tipo comeca a perder

a sua capacidade de detectar o gene-alvo em 100% das vezes testadas.
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6. DISCUSSAO

A emergéncia e a disseminacdo de carbapenemases entre enterobactérias através da
Ultima década representa um sério problema dentro do ambiente hospitalar. Este fato é
preocupante, especialmente porque essas enzimas sdo capazes de hidrolisar diversos
antibioticos beta-lactamicos além dos carbapenémicos. Os genes codificadores dessa
resisténcia geralmente estdo localizados em elementos genéticos moveis, o que facilita a
disseminacdo da resisténcia entre diferentes bactérias. (BUSH et al, 2011; QUENNAM et al.,
2007; PATEL et al., 2011). Bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemases tem sido
associadas com o aumento de mortalidade e com a presenca de surtos que geram grandes
desafios para o tratamento terapéutico e o controle de disseminacdo (PATEL et al., 2011). Por
essas razoes, a disseminagéo intra e inter hospitalar dessas enzimas tem se tornado a principal
preocupacdo das equipes médicas, sendo o diagndstico rapido e preciso a melhor maneira de
reduzir a disseminacdo da resisténcia entre esses microrganismos (NAAS et al., 2012).

A répida identificacdo de carbapenemases em patdgenos da familia Enterobacteriaceae é
critico para o controle da disseminagdo desses patdgenos, e pode ser realizada através de
deteccdo molecular (SIEGEL et al., 2006). Em alguns casos a identificacdo rapida de
microrganismos e o seu perfil de resisténcia pode salvar vidas de pacientes internados,
contudo atualmente na maioria dos hospitais a identificacdo da resisténcia pode levar de 24-96
horas. Como solucéo para a identificacdo fenotipica que costuma ser lenta, diversos meios de
cultura cromogénicos tem sido propostos para deteccdo de cepas produtoras de
carbapenemases. Contudo, apesar de algumas vantagens quanto a reduc¢do no tempo de
identificacdo muitos deles possuem desvantagens como a identificacdo errbnea de cepas
resistentes com baixos valores de CIM assim como a baixa sensibilidade para cepas que nao
possuem co-producdo de mais de uma beta-lactamase.(CARRER et al., 2010; NORDMAN et
al ., 2012)

A proposta deste estudo € o desenvolvimento de uma metodologia para deteccdo de
carbapanemases do tipo KPC e NDM através de gPCR, para a producdo de um futuro Kit de
identificacdo em parceria com Bio-Manguinhos que seja rapida, eficaz e aplicavel a rotina
laboratorial servindo como resposta a demanda por diagndsticos de alta qualidade e com
maior rapidez.

O primeiro passo da metodologia proposta envolve a etapa de extracdo de DNA para
deteccdo dos genes alvos. Estudos recentes abordam diversas metodologias de extracdo para
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deteccdo de carbapenemases através de gPCR. Naas e colaboradores em 2012 realizou a
extracdo das cepas de seu estudo através do Kit de extracdo QlAamp DNA Minikit (Qiagen,
Les Ulis, France) e obteve sucesso em seus experimentos para a detec¢do de carbapenemase
do tipo OXA-48. Outro estudo conduzido por Monteiro e colaboradores em 2012 utilizou uma
metodologia de extracdo baseada em beeds magnéticas através da plataforma NucliSens
easyMAG (bioMe'rieux, France) também para deteccdo de carbapenemases em PCR em
tempo real. Ainda outros estudos descrevem a sua metodologia de extracdo através de tampéo
de lise, para a realizacdo de uma extracdo quimica, que duram em média cerca de uma hora.
(MANGOLD et al .,2011; VASOO et al., 2013). Todas as técnicas de extracdo descritas
acima levaram a obtencdo de resultados satisfatorios, entretanto a demanda de tempo para
realizacdo das mesmas pode aumentar o tempo total previsto para o diagnostico, da mesma
forma a utilizacdo de kits de extracdo sdo muito onerosos e demandam uma série de etapas
para a obtencdo do DNA final a ser utilizado como template na reagéo de gPCR.

De maneira oposta aos trabalhos descritos a cima, a metodologia proposta por este
estudo, escolheu como metodologia de extracdo uma técnica simples, pouco onerosa, e muito
rapida, que seria a utilizacdo de uma pequena col6nia bacteriana adicionada diretamente ao
mix de reagentes a ser utilizado para deteccdo dos alvos, as células bacterianas seriam lisadas
durante a ativacdo da Taq polimerase (Taq hot-start). Os resultados descritos nesse trabalho se
mostraram de grande valia, através da observacdo de curvas perfeitas de amplificacdo para os
genes blakpc € blanpm a partir da utilizacdo desta técnica. De certo, vale ressaltar que a
utilizacdo de reagentes de boa qualidade favoreceram a realizacdo da técnica mesmo com
condigdes tdo simples de obtencdo de DNA bacteriano.

Sabe-se que a ciclagem e o tempo que um reacdo de gPCR varia essencialmente de
acordo com o tipo de reacdo (One step ou Two step), o material escolhido como template e os
alvos selecionados. Geralmente a deteccdo de carbapenemases em bactérias Gram-negativas
através de PCR em tempo real dura entre quatro e cinco horas, incluindo etapas de extracao de
DNA por métodos quimicos e andlise dos resultados (MONTEIRO et al 2012; NAAS et al.,
2012).

Em nosso trabalho, foram testadas duas metodologias de ciclagem, sendo a ciclagem
desenvolvida pelo CDC (CDC, 2011) escolhida como ciclagem definitiva para avaliacdo do
prototipo. Esta ciclagem consistia em (Desnaturagdo: 95°C por 10 min.; Anelamento: 40
ciclos 95°C por 3 seg.; Extensdo: 60°C / 30 seg.), totalizando o tempo médio para a mistura
de reagentes, ciclagem/reacéo na plataforma qPCR, mais a avaliacdo dos resultados, de duas a

trés horas dependendo no numero de amostras analisadas. A metodologia de extragdo simples
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utilizada no prototipo contribuiu para a diminui¢éo de tempo para diagndstico, assim como a
ciclagem de répida duracdo. O protétipo conseguiu unir uma a deteccdo eficaz de cepas
produtoras de carbapanemases do tipo KPC e NDM em um curto periodo de tempo, sendo
ainda mais rapido do que outros trabalhos publicados recentemente (COLE et al., 2009;
NAAS et al., 2012, MEDEIROS et al ., 2012).

Hidiyeh e colaboradores em 2008 descreveram o desenvolvimento e a validagdo de um
ensaio de qPCR para a deteccdo do gene blakpc “in house”. A validacdo foi realizada
comparando os resultados obtidos através do ensaio em gPCR com testes fenotipicos
convencionais. Além disso, duas metodologias de extracdo foram testadas o KIT bioMérieux
NucliSENS easyMAG e o Roche MagNA Pure LC DNA isolation kit Il (bacteria, fungi). O
desenvolvimento do ensaio de gPCR foi realizado nas plataformas de deteccdo ABI PRISM
PRISM Prism 7700, 7500, e 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Assim como em
nosso trabalho, a otimizacdo da reacdo foi realizada partir de diferentes concentragdes de
sondas e iniciadores, Os melhores resultados foram obtidos com iniciadores na concentracdo
de 300 nM e na concentracdo de 200nM para sondas. A reacdo foi realizada utilizando o
MasterMix Plus reaction buffer (Eurogentec, Belgium) adicionado da referencia passiva
ROX. Foram testadas cepas controles carreadoras do gene blakpc. € mesmo apos vinte
ensaios sequenciais a cepa controle mostrou resultado positivos com valor de Ct igual a 29.6 .
Quando os resultados obtidos através do ensaio em gqPCR foram comparados com o0s
resultados obtidos através da técnica fenotipica de deteccdo de KPC, foi possivel observar
maior sensibilidade para a técnica molecular pois determinou a positividade da resisténcia em
sete amostras consideradas negativas através do teste fenotipico. Adicionado a isto, o tempo
previsto para o diagnostico através de gPCR durou em média 3 horas enquanto a técnica de
analise fenotipica demanda cerca de 24 horas para liberacdo dos resultados.

Os resultados descritos acima corroboram com o0s resultados descritos por este estudo,
ressaltando a importdncia da otimizacdo de técnicas moleculares para a deteccdo de
carbapenemases. A adi¢do da referéncia passiva ROX ao MastreMix é fundamental para a
equalizacdo de fluorescéncia durante a reagdo, a sua importancia foi observada durante a
otimizagdo do MIX IBMP testado durante este estudo. A adicdo do ROX, melhorou os
resultados obtidos através do MIX IBMP, tornando-os similares aos obtidos atraves do KIT
NAT (que j& possui 0 ROX em sua composic¢do), Diversos estudos mostram a adi¢cdo de ROX
em suas reacoes para a deteccdo de crabapenemases (HINDIYEH et al., 2008; ZHENG et al .,
2013)
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A determinacdo da melhor concentracdo de sondas e iniciadores em um ensaio de qPCR
pode influenciar diretamente no valores de Ct dos alvos pesquisados. Em nosso trabalho, os
ensaios de otimizacdo foram realizados a partir de cinco condi¢cbes diferentes em triplicatas,
com concentracdes que variavam de 0,1 uM a 0,4 UM para sondas, e de 0,2 uM a 0,6 UM para
iniciadores. As melhores concentracbes de sondas e iniciadores estavam presentes na
condicdo 1 (0,2uM e 0,4uM respectivamente) apresentando os Ct médio de 17,43 para KPC e
20,53 para NDM, valores similares aos encontrados por Zheng e colaboradores em 2013, que
a partir de uma reacdo duplex para a deteccdo de KPC e NDM , padronizaram um ensaio que
resultaram em valores de Ct de 19,3 para KPC e 22,8 para NDM.

Na china, um trabalho desenvolvido por Zheng e colaboradores mostrou um diferencial
relevante para a padronizacdo do ensaio, que foi a utilizacdo de cepas transformadas in vitro
carreadoras de plasmideos recombinantes pPNDM-1 e pKPC-2. Dessa forma foi possivel
rastrear a quantidade de cdpias do gene alvo durante as analises mais profundas de LOD
(limite de deteccéo), e eficiéncia de reagdo. Assim como a maioria dos estudos publicados a
extracdo do DNA foi realizada através de um KIT de extracdo, neste caso o Kit utilizado foi o
TaKaRa MiniBEST DNA Fragment Purification Kit Ver.3.0 (TaKaRa Bio, Inc.). A
plataforma utilizada foi o ABI PRISM 7500 apparatus (AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA). Os resultados mostraram que 0 ensaio € altamente estavel e preciso evidenciado pela
performance da amplificacdo dos genes presentes nos plasmideos recombinantes no qual
permaneceram estaveis apos cinco corridas consecutivas. Este ensaio uma vez padronizado
foi testado frente a 157 cepas caracterizadas previamente como enterobactérias resistentes aos
carbapenemicos, incluindo sete amostras produtoras de NDM e 10 produtoras de KPC, 140
cepas negativas para ambos 0s genes. Os ensaios mostraram 100% de especificidade e
sensibilidade.

Outro estudo conduzido por Anneke e colaboradores em 2014 publicaram um trabalho
que descreve ensaio qPCR multiplex para a detec¢do das carbapenemases NDM, KPC, VIM,
IMP e OXA-48. Para cada carbapenemase escolhida, as concentragdes de iniciadores e sondas
foram otimizadas tanto em reacg0es “single” quanto para as reagdes “multiplex”. O controle
interno utilizado nas reacdes era o PhHV (Phocinen Herpes Virus). Para a avaliagdo da
especificidade foram testadas uma colecdo de 86 cepas incluindo 58 produtoras de
carbapenemases e 28 controles negativos. As 58 cepas produtoras de carbapenemases
incluiam diversas espécies (45 K. pneumoniae, 4 E. coli, 3 Enterobacter sp., 2 P. mirabilis, 2
Citrobacter sp., e 2 P. aeruginosa). As cepas foram semeadas em Agar e em caldo, e a

extracdo foi realizada atraves de lise quimica, utilizado a solucdo de extragdo: Extraction
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Solution (SIGMA, E7526). Com os ensaios foi possivel observar que todas as cepas
produtoras de carbapenemases foram positivas com valores de Ct variando de 15.4 - 23 para
as cepas crescidas em Agar, e com valores de Ct de 20.1 - 28 para culturas em caldo,
correspondendo a sensibilidade de 100 %. Todas as 26 cepas negativas mostraram resultados
negativos no ensaio de gPCR, correspondendo a especificidade de 100%.

A metodologia para a identificacdo de especificidade e sensibilidade realizada por
Aneneke e colaboradores em 2014 mostrou a utilizacdo de diversas espécies para
identificacdo de carbapenemases em gPCR. Nosso trabalho realizou os ensaios para a
determinacéo de especificidade e sensibilidade a partir de 100 cepas previamente identificadas
pertencentes a dez espécies. A espécie Klebsiella pneumoniae foi a mais prevalente entre as
amostras selecionadas, seguidas das espécies Enterobacter aerogenes e Acinetobacter
baumannii. Assim, foi possivel identificar 100 % de especificidade para a identificacdo do
gene blakpc , (40 cepas detectadas de 40 cepas positivas) possuindo valores de Ct entre 11 e
17 e 100 % de especificidade para identificacdo do gene blanpm (40 cepas detectadas de 40
cepas positivas) possuindo valores de Ct entre 15 e 22 . Ndo foram observados resultados
“falso positivos”, todas as amostras negativas amplificaram somente o controle interno o 16S
RNA resultando em 100 % de sensibilidade com a deteccdo de 20 cepas negativas.

Alguns trabalhos recentemente publicados padronizam reac6es de qPCR para a detec¢édo
de carbapenemases através da metodologia chamada HRM, ou High Resolution Melting
(HEMARAJATA et al., 2015; ROTH et al., 20113; MONTEIRO et al., 2011). Esta técnica
ndo utiliza a sondas especificas para os alvos em sua reacao, do contrario, em seu Mastermix
utilizam corantes intercalantes de DNA, como o SYBERgreen (Applied Biosystems), ou o
EVAgreen (Quiagem). Quando utilizadas em reacfes “multiplex” avaliam a diferenciacéo
entre alvos através da Tm (temperatura de melting), ou seja, temperatura na qual metade do
DNA na solucéo esta desnaturado (fita simples) cada alvo possuira uma Tm diferente, o que
permitira a sua posterior diferenciacdo. Um estudo conduzido por Monteiro e colaboradores
em 2011 desenvolveu um ensaio para detectar seis diferentes tipos de carbapenemases (KPC,
GES, NDM, IMP, VIM e OXA-48), o equipamento utilizado neste ensaio foi o Rotor-Gene
6000 instrument (Corbett Life Science, Valencia, CA, USA). Cada uma das carbapenemases
testadas apresentaram diferentes curvas de melting apds a amplificacdo: blaIMP (Tm80.18C),
blaOXA-48 (Tm 81.68C), blaNDM-1 (Tm 84.8C), blaGES (Tm 88.68C), blaVIM (Tm
90.38C) e blaKPC (Tm 91.68C), nenhuma amplificacdo foi observada para os controles

negativos. E os resultados mostraram 100% de concordancia com os genotipos identificados
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previamente, dessa forma o estudo concluiu que o ensaio é capaz de detectar a presenca de
seis diferentes carbapenemases de uma Unica vez em 3 horas (MONTEIRO et al., 2011).

Existem discordancias a respeito da utilizacdo da metodologia de diferenciacdo de
curvas de melting para a deteccdo de alvos em um sistema multiplex. (Handbook Manual,
Applied Biosystems, 2015). Ensaios de especificidade sdo de grande importancia para a
avaliacdo de desempenho de qualquer teste. Ensaios baseados na atuacdo de corantes
intercalantes de DNA ndo se beneficiam de sua especificidade quando comparados com
ensaios realizados através de sondas, fazendo deles mais vulneraveis a problemas de variacédo
génica, como a porcentagem do conteldo GC dos alvos, ou diferencgas alélicas. Os corantes
intercalantes de DNA, como o SYBERgreen se liga a qualquer produto amplificado, sendo
este 0 gene alvo , ou ndo , e todos esses sinais sdo somados produzindo um Unico sinal de
amplificacdo, por isso utiliza-se a curva de dissociacdo que analisa o valor de Tm produzido
reacdo. Dessa forma muitos autores optaram pela utilizacéo de sondas para o desenvolvimento
de sua metodologia de gPCR (NAAS et al,. 2011; COLE et al., 2008; ZHENG et al., 2013;
HINDIYEH et al., 2008).

Sabe-se que o desenvolvimento de uma metodologia para a deteccdo qualitativa de
genes através de gPCR demandam diversas etapas experimentais que permitem a avaliacdo de
parametros que estabelecem a qualidade do ensaio (BUSTIN et al., 2009). Neste trabalho até
o momento foi possivel padronizar a reacdo quanto a metodologia de extracdo, escolha e
concentracdo dos reagentes, especificidade e sensibilidade da reacdo. A deteccdo da LOD a
partir da diluicdo seriada por dez vezes, seguida da quantificacdo do material diluido nos
permitiu descrever que 0 ensaio consegue detectar a presenca dos genes em concentracoes
minimas de DNA. Para avaliacdo plena desses resultados se faz necessaria a construcdo de
curvas padrdo para cada um dos alvos, para melhor determinacdo da LOD, eficiéncia de
reacao, linearidade e reprodutibilidade. O objetivo desse trabalho € criar um protétipo que
possa ser utilizado como base para a criacdo de um KIT répido e simples para identificacdo de
carbapenemases nos hospitais e laboratorios de diagndstico. Os resultados propostos até o
momento indicam que o protétipo funciona e é capaz de detectar a presenca das
carbapenemases KPC e NDM mesmo através de uma Unica coldnia de crescimento
bacteriano, podendo ser utilizado “in house” para a detec¢do das carbapenemases KPC e
NDM. A partir desses resultados pretende-se avaliar outros parametros para a validacéo
completa da metodologia, para assim prosseguir com a pesquisa para formulagéo do KIT.

A genética das bactérias multirresistentes a drogas tem nos ensinado o quanto ¢é dificil

prevenir a sua emergéncia. Dessa forma estudos de padronizacdo de metodologias de
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diagndstico para genes de resisténcia podem servir de ferramenta para reconduzir de maneira
rapida o paciente a outras terapias antimicrobianas mais eficazes para cada caso especifico de
infeccdo. A deteccdo continua da presenca desses genes aliado a vigilancia e controle de
infeccbes podem prevenir a disseminacdo destes genes, seja no ambiente hospitalar, ou na
propria comunidade. (SMITH et al., 2008; BOTES et al., 2012; VASOO et al., 2013).
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7. CONCLUSOES

» A utilizacdo de uma col6nia da placa mostrou-se ser um método simples e rapido para
a amplificacdo dos genes codificadores de carbapenemases.

» O protocolo preconizado pelo CDC revelou-se rapido e eficaz.

» A concentracdo ideal para as sondas foi de 0,2uM e para iniciadores 0,4uM .

» O desempenho do MIX NAT teve melhor desempenho que o MIX IBMP,
permanecendo com maior sensibilidade e com resultados constantes depois de varios
testes,

» A anélise de bioequivaléncia de fabricantes mostrou melhores resultados a partir da
combinacéo de iniciadores e sondas BIOSEARCH; e com a combinagéo de iniciadores
IDT e sondas BIOSEARCH.

» ldentificou-se 100 % de especificidade para a identificacdo do gene blakpc , (40 cepas
detectadas de 40 cepas positivas) possuindo variagdo nos valores de Ct entre 11,0 a
17,0.

» ldentificou-se 100 % de especificidade para identificacdo do gene blanpm (40 cepas
detectadas de 40 cepas positivas) possuindo varia¢do nos valores de Ct entre 15,0 a
22,0.

» N&o se detectou a presenca de resultados “falso positivos”, todas as amostras
negativas amplificaram somente o controle interno 0 16S RNA resultando em 100 %
de sensibilidade com a deteccéo de 20 cepas negativas.

» O protétipo proposto, produzido dentro das boas praticas de fabricacdo, é capaz de
detectar a presenca das carbapenemases KPC e NDM. Desta forma, podemos passar
da etapa de producéo de Prototipo para a producao do KIT em maior escala.
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